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RESUMO 
Na primeira pane deste trabalho estudámos o efeito do etanol no crescimento das 
bactérias lácticas isoladas dos vinhos pertencentes aos géneros Leuconosroc, Pediococcus 
e Laclobacillus inoculados em meio complexo (fGB), com diferentes doses de etanol para 
vários níveis de pH . Verificámos que o pH e a concentração em etanol do meio de cultura 
afectavam significativamente a taxa específica de crescimento, o teor de glicose 
consumido, a absorvância final , a duração da fase. lag e o coeficiente de rendimento em 
biomassa. No género LeuconoSloc a contribuição do etanol na variação de todos os 
parâmetros referidos foi superior à do pH, ao contrário do que aconteceu nos géneros 
Laclobacillus e Pediococcus. 
Observou- se um aumento significativo na taxa específica de crescimento na 
presença de 2 a 4% de etanol em todas as estirpes. Em Leuconosroc oenos, BA e ML:34, 
quanto mais baixo foi o pH maior foi o efeito estimulante do etanol. Além disso, à medida 
que decresceu o valor de pH foi mais elevada a dose de álcool estimulante do crescimento. 
Para valores superiores a B% verificou-se uma inibição no crescimento. Em LeUCOnoslOC 
oenos, o efeito positivo do etanol nas taxas de crescimento foi significativamente mais 
elevado a pH 3,5. Porém não foi observado nenhum acréscimo assinalável na absorvància 
final nem no consumo de glicose. Pelo contrário, a pH 4,0 e 4,5 detectaram-se maiores 
consumos de açúcares sem aumento na biomassa. 
Em Pediococcus damn osus 12A e em Laclobacillus spp 4B, não foram 
observadas diferenças significativas nos teores de glicose metabolizados, havendo 
contudo um decréscimo significativo na biomassa à medida que se aumentou o teor de 
etanol. 
Em todas as estirpes, a fase lag foi significativamente maIS prolongada 
particularmente para valores de etanol iguais ou superiores a 6% . A produção de 
métabolitos nas diferentes estirpes, determinados por HPLC, não foi afectada pela adição 
de etanol. 
Finalmente, avaliou-se o efeito do estado fisiológico de duas estirpes de 
LeuconosIoc oenos em função da presença e ausência de etanol e o seu efeito na 
velocidade de degradação do ácido L-málico. Neste ensaio utilizaram-se diferentes 
concentrações de ácido málico (0,1; 0,5 e 0,75%) e de etanol (O; 5; 10 e 15%), para dois 
níveis de pH (3 ,5 e 4,0). 
-lll-
Observamos que o pH 4,0 a velocidade de descarboxilação do ácido não foi 
afectada pelo etanol. Para valores de pH 3,5 o ácido málico foi completamente 
metabolizado quando a sua concentração foi de (0,1 e 0,5%), não sendo afectada a 
velocidade de degradação até 15% de etanol. Para concentrações de ácido málico de 0,75% 
verificámos um decréscimo na sua velocidade de degradação à medida que se aumentou o 
teor em etanol: a descarboxilação foi parcial ou completamente inibida quando a 
concentração de etanol foi de 10 e 15% respectivamente. 
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SUMMARY 
ln this study effect of ethanol on the growth of lactic acid bacteria isolated from 
wine was studied in four strains cJassified under the genera LeuconoslOc, Pediococcus 
and LaclObacillus. A factorial analysis was used to test eight ethanol concentrations (O; 2; 
4; 8; 10; 12 and 14%) under three different pH values (3,5; 4,0 and 4,5). Ali strains were 
grown in a complex medium (TGB). 
Specific growth rate, lag phase, glucose consumption, biomass produced and 
growth yields were significantly affected by the pH value and the ethanol concentration in 
the cultures media. The effect of ethanol was higher than the pH on both strains of 
LeuconoclOc oenos. On the other hand, effectiveness of pH was higher in Lac/obacillus 
and Pediococcus . These strains of LeuconoslOc oenos were more tolerant to acidity 
conditions than Lac/obacillus and Pediococcus. The results agree with fmdings previously 
reported by other authors. 
Ethanol greatly depressed growth (specific growth rate and lag phase) for the 
initial concentrations of 6 to 8%. ln most strains an unexpected significant increase on 
growth rates was detected when 2 to 4% of ethanol were added to the culture media. Its 
effectiveness was related to pH; in Leuconostoc oenos the lower was the pH (3,5) the 
higher was the stimulant effect of ethanol. However, an increase in biomass or a higher 
glucose consumption could not be observed. 
Increasing the initial concentration of ethanol significantly reduced biomass 
production by Pediococcus and Lac/obacillus without any effect on the amount of glucose 
metabolized. 
ln addition, the metabolites produced by different strains, analysed by HPLC, 
were not aff ected by ethanol. 
Finally, was studied the influence of ethanol (O; 5; 10; and 15%) on the 
physiology of Leuconostoc oenos (8A and M!...:34) and on "malic acúvity" of these strains, 
at two pH values (3,5 and 4,0). The amount of malic acid degraded was unaffected by 
ethanol concentraúon, at pH 4,0. At pH 3,5, malate was completely metabolized (0,1 and 
0,5%) even in presence of 15% of ethanol. However, when 0,75% of malic acid was 
added decarboxylation was panial or completely repressed respectively for 10 and 15% of 
ethanol. 
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1 - INTRODUÇÃO 
As bactérias lácticas assumem uma grande relevância em Enologia, não só pelo 
carácter benéfico que podem ter na melhoria das características organolépticas de alguns 
tipos de vinhos, mas também pela acção que podem ter como agentes de alteração. No 
primeiro caso, a sua acção traduz-se pela descarboxilação directa do ácido L(-) málico, a 
ácido L( +) lactico. Este fenómeno é vulgarmente designado por "fermentação 
maloláctica", conduz a uma desacidificação tornando os vinhos excessivamente ácidos 
- como grande pane dos vinhos verdes - e os vinhos tintos mais harnlOniosos do ponto 
de vista organoléptico e mais estáveis quínUca e nUcrobiologicamente (KUNKEE, 1974; 
WIBOWO el ai., 1985). 
No segundo caso, a sua acção faz-se sentir através da degradação de vários 
componentes dos vinhos - mono e oligossacarídios, ácidos orgânicos, álcoois, 
aminoácidos e até compostos fenólicos (DAVIS el ai., 1986), que conduzem a alterações 
mais ou menos profundas das suas características químicas e organolépticas, muitas vezes 
irreparáveis. 
A actividade metabólica das bactérias lácticas nos vinhos é fonemente dependente 
dos factores ambientais, razão pela qual grande pane da investigação desenvolvida neste 
domínio se relaciona com o estudo do efeito dos diferentes factores ambientais sobre as 
bactérias lácticas. O vinho constitui um ambiente pouco favorável ao crescimento 
microbiano devido aos elevados teores de etanol e de dióxido de enxofre, aos valores 
reduzidos de pH e de nutrientes (LAFON-LAFOURCADE el ai., 1983; PEYNAUD e DOMERCO, 
1968; WEBB e INGRAHAN, 1960 e WEILLER e RADLER, 1972). Por isso, numerosos têm sido 
os estudos efectuados sobre o efeito de vários factores no crescimento bacteriano 
nomeadamente sobre o efeito do pH, sabendo-se que o valor deste parâmetro afecta a 
duração da fase lag , a taxa de crescimento, a produção de biomassa final e, 
conconUtantemente, a produção de ácido láctico (RIBEREAU-GAYON el ai., 1975; 1977). O 
pH condiciona ainda o tipo de microflora que se desenvolve no vinho (MENDES FAIA, 
1987). Ao contrário, o efeito do etanol no crescimento bacteriano tem sido um assunto 
menos estudado, nomeadamente do ponto de vista quantitativo, sabendo-se, porém, que 
a sensibilidade ao etanol é variável com o género (KUNKEE, 1967), com a espécie e com as 
condições do meio (LAFON-LAFOURCADE,1975; LAFON-LAFOURCADE el ai., 1983). PILONE 
(1975) refere que a fermentação maloláctica dificilmente ocorre em vinhos cujo teor em 
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etanol seja superior a 13% (1). LAFON-LAFOURCADE (1975) verificou que a enzima 
maloláctica de LeuconoslOc oenos era tanto mais inibida quanto mais elevado era o teor de 
etanol do vinho. Existem algumas referências na literatura (KUNKEE, 1967; LAFON-
-LAFOURCADE eE ai., 1983; PEYNAUD e DOMERCO, 1968; PILONE 1975; RIBEREAU-GAYON eE 
ai., 1975; 1977) sobre a inibição do etanol no crescimento de certas espécies de bactérias 
lácticas. Há, porém, espécies isoladas de vinhos alcoolizados, com percentagens de etanol 
da ordem dos 20%, cujo crescimento é não só estimulado pelo etanol como também por 
outros álcoois nomeadamente o metanol, o propanol, o butanol, vários poliálcois e ainda a 
acetona (RADLER e HARTEL, 1984). 
Este trabalho teve por objectivo, quantificar o efeito do etanol e do pH, na 
actividade de várias estirpes de bactérias lácticas isoladas de vinhos, pertencentes aos 
géneros LeuconosEoc, Pediococcus e LaclObacillus . Para tal, foi estudado o efeito da 
concentração do etanol, para três níveis de pH (3,5; 4,0 e 4,5), na variação da taxa 
específica de crescimento, no consumo de glicose, no tempo de duração da fase lag, na 
absorvância final a 600nm, no coeficiente de rendimento em biomassa e na natureza e 
concentração final de produtos resultantes do metabolismo. 
Posteriormente, estudou-se o efeito do estado fisiológico de duas estirpes de 
Leuconostoc oenos, em função da presença e ausência de etanol e o seu efeito na 
velocidade de degradação do ácido L-málico. Neste ensaio utilizaram-se quatro 
concentrações de etanol (O; 5; 10 e 15%), dois níveis de pH (3,5 e 4,0) e três 
concentrações de ácido málico (0,1 ; 0,5 e 0,75% (p/v». 
1.1 - Ocorrência de Bactérias Lácticas nos Vinhos. 
As vulgarmente designadas "bactérias do ácido láctico" compreendem os cocos 
pertencentes aos géneros StreplOcoccUS, Pediococcus e Leuconostoc e os bacilos dos 
géneros Lactobacillus e Bifidobacterium (KANDLER , 1983) que, de acordo com o 
BERGEY'S MANUAL of DETERMINATIVE BACTERIOLOGY (1974), pertencem às farrulias 
Streptococaceae e Lactobacillaceae respectivamente. 
São microrganismos Gram positivo não formadores de endósporos e, geralmente 
desprovidos de mobilidade; não possuem citocromos, pelo que produzem A TP, por via 
fermentativa, através de fosforilação a nível do substrato; caracterizam-se por não terem 
catalase e serem sensíveis a concentrações elevadas de oxigénio, embora haja espécies 
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aerotolerantes. Algumas estirpes destroiem o peróxido de hidrogénio na presença de 
substâncias com estrutura heme e outras, ainda possuem peroxidase. 
As bactérias deste grupo devem a sua designação à capacidade que têm para 
fonnar ácido lactico como único ou principal produto da fennentação dos açúcares. Tal 
característica pennite-Ihes suportarem valores muito baixos de pH, embora a tolerância à 
acidez seja variável com os géneros, as espécies e até as estirpes. A sua elevada exigência 
nutricional não constitui obstáculo à sua elevada ubiquidade, podendo ser isoladas dos 
mais diversos subsrratos de origem vegetal e animal. 
As bactérias lácticas que ocorrem nos vinho pertencem aos géneros LeuconoslOc, 
Pediococcus e Laclobacillus (VAUGHN, 1955; KUNKEE, 1974; RIBEREAU--GAYON el ai., 
1975). Entre as espécies capazes de levarem a cabo a fermentação maloláctica, 
LeuconoslOc oenos é a mais frequente sendo, de acordo com WtBowO, el ai (1985), a 
única pertencente ao género LeuconoslOC capaz de se desenvolver nos vinhos. Alguns 
autores franceses (LAFON-LAFOURCADE, 1983; RtBEREAU-GAYON, el ai., 1975) referem que 
a espécie Leuconosloc gracile pode ser isolada dos vinhos. No entanto, de acordo com as 
recentes classificações, esta espécie é considerada denrro das estirpes de Leuconosloc 
oenos incapazes de fennentar xilose e arabinose (WtBOWO el ai., 1985). 
Denrro do género Pediococc~, somente as espécies Pediococcus damnosus 
(P. cerevisiae), Pediococcus parvulus e Pediococcus penlOsaceus ocorrem nos vinhos 
(WtBOWO el ai., 1985), distinguindo-se das ourras espécies deste género por crescerem a 
valores baixos de temperatura e de pH (RIBEREAU-GAYON, el ai., 1975). São 
homofennentativas e produzem ácido DL-Láctico a partir da glicose, o que permite 
distingui-las do género SrreplOcoccUS que produzem exclusivamente o isómero L(+). As 
espécies referidas aparecem, geralmente em vinhos alterados (PEYNAUD e DOMERca, 
1967; FLEET el ai., 1984), embora haja referências à sua acção como agentes da 
desacidificação biológica de certos vinhos ausrralianos (DAVIS, 1986), suiços (MARET e 
SOUI, el ai., 1977), alemães (BENDA, 1982) e franceses (RIBEREAU-GAYON el ai., 1975). 
O facto das espécies de Pediococcus serem menos tolerantes a valores baixos de pH do 
que LeuconoSIOC oenos, faz com que sejam mais frequentes em vinhos de pH elevado e 
possam surgir após a subida de pH resultante da actividade maloláctica de LeuconoslOc 
oe nos (DAVIS el ai., 1986), 
Denrro do género LaclObacillus numerosas espécies têm sido isoladas dos vinhos 
(BARRE, 1978) embora sejam as heterofennentativas as que predominam, nomeadamente 
LaclObacillus hilgardii e LaclObacillus brevis (RADLER, 1976; RtBEREAU-GAYON el ai., 
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1975). Todas as espécies pertencentes ao género LaclObacillus estão associadas a 
processos de alteração de vinhos com pH elevado. 
1.2 - Ecologia das Bactérias Lácticas dos Vinhos. 
Muitos estudos que têm sido realizados (ver revisão de WIBOWO el ai., 1985) 
indicam que as bactérias 'lácticas presentes nos vinhos são provenientes das uvas, das 
folhas das videiras e do equipamento utilizado nas adegas. Geralmente o número de 
bactérias presente nas uvas e nas folhas das videiras é reduzido, não excedendo as 100 
células/gr, dependendo do grau de maturação das uvas e das condições ambientais 
(LAFON-LAFOURCADE el ai., 1983; PEYNAUD e DOMERCO, 1968). O equipamento das 
adegas normalmente, cubas, bombas, válvulas, barris de madeira, é, contudo, 
considerado a principal fonte das bactérias lácticas presentes nos vinhos (WEBB e 
INGRAHAM, 1960; PEYNAUD e DOMERCO, 1968). 
De todas as bactérias lácticas provenientes das uvas só um pequeno número se 
desenvolve no mosto e vinho, porque estes meios limitam o crescimento bacteriano, 
devido aos elevados teores em etanol, em dióxido de enxofre e aos valores reduzidos de 
pH e de nuoientes (PEYNAUD e DOMERCO 1968; FORNACHON, 1965; CASTILHO et al.,1975; 
RANKINE , 1977; WIBOWO el ai., 1985). 
A multiplicação bacteriana no decurso da vinificação apresenta geralmente dois 
ciclos sucessivos, separados por uma fase de adaptação que apresentamos na Fig. 1. 
Logo a seguir ao esmagamento o mosto contém bactérias lácticas numa 
concenrração de 103-104 células rnl- I , diminuindo este número ao longo da fermentação 
alcoólica (RIBEREAU-GAYON el ai., 1975; WIBOWO el ai., 1985) devido à sensibilidade das 
bactérias ao etanol e ao SÜ2 utilizado na desinfecção dos mostos e produzido pelas 
leveduras (FORNACHON, 1963). A utilização de alguns nuoientes essenciais ao crescimento 
bacteriano pelas leveduras é OUITa das causas de inibição bacteriana (WEILLER e RADLER, 
1972). 
Após o estado de latência, cuja duração depende das caracterfsticas químicas do 
melO, das condições de vinificação e da interacção entre as bactérias e os outros 
microrganismos presentes no vinho (WIBOWO el ai., 1985), multiplicam-se e, quando se 
atinge uma população da ordem das 106-108 células rnl- I (RICE e MATICH, 1970; LlU e 
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Fig. I. Ciclo de crescimento das bactérias lácticas durante a vinificação em vinhos tinlOs 
(lNIBOWO et aI., 1985) 
Crescimento do LeucanoslOc oenos a pH 3,5. 
CrescimenlO de Outras espcécies de bactérias lácucas. 
Dcclinco da viabilidade de LeuconoslOc ocnos. 
A ocorrência da fermentação maloláctica, que, como foi referido, depende da 
concenrração de células presentes no vinho, pode, no entanto, vir a ser mais ou menos 
diferida no tempo, em resultado das condições ambientais e presença de inibidores 
presentes no vinho. 
Do ponto de vista ecológico existem, ainda, determinados factores que podem 
.. 
determinar a presença de bactérias lácticas de alteração e comprometer a estabilidade 
microbiológica e qualidade futura dos vinhos. Ainda que não existam muitas referências 
na literatura sobre estes factores, é do conhecimento empírico dos técnicos de vinhos que 
nos anos em que há grande percentagem de uvas podres (RIBEREAU-GAYON et ai., 1975) e 
em que as temperaturas de fermentação são elevadas (BARRE , 197B), os problemas 
causados por bactérias lácticas de alteração (nomeadamente do género Lactobacillus) são 
ainda maiores. Esta situação é particularmente sentida no nosso país e tem ocorrido, 
frequentemente nos últimos anos. LOUREIRO (1986), refere paragens da fermentação em 
grande parte da produção de uma adega cooperativa do Ribatejo, motivadas pelas elevadas 
temperaturas, que conduziram ao domínio total da população de leveduras por bactérias 
lácticas do género Lacrobacillus e causaram graves prejuízos na qualidade dos vinhos. 
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-1.3 - Aspectos Metabólicos das Bactérias Lácticas dos Vinhos. 
Como já foi referido, a actividade metabólica das bactérias lácticas dos vinhos 
pode alterar, mais ou menos profundamente, a sua composição química e as sua 
características organolépticas. Nem sempre é fácil, contudo, avaliar, do ponto de vista 
bioquímico as alterações verificadas. ° grande número de compostos presentes no vinho, 
susceptíveis de serem utilizados como substratos das bactérias lácticas, e a variedades de 
estirpes que podem coexistir no mesmo vinho, dificultam por vezes, o esclarecimento das 
vias que conduzem ao aparecimento de determinados metabolitos nos vinhos. Por tal 
motivo apresenta-se, de seguida, uma breve síntese do metabolismo das bactérias lácticas 
dos vinhos. 
Todas as bactérias lácticas fermentam a glicose produzindo como principal 
produto final ácido láctico (D, L e DL). No entanto, há que distinguir entre as 
homofermentativas e as heterofermentativas. A nível enzimático, os dois grupos diferem 
no que respeita à presença ou ausência da frutose 1,6 difosfato aldolase (FDP) ou 
fosfocetolase. As heterofermentativas não possuem FDP aldolase possuindo 
fosfocetolase, ao contrário do que se verifica nas homofermentativas. Porém, as espécies 
homofermentativas capazes de utilizar pentoses, e quando na presença destes substratos, 
manifestam a presença de fosfocetolase (KANDLER e WEISS, citado por SAN ROMÃO, 1987). 
No processo homofermentativo, a glicose é quase exclusivamente convenida 
(95 a 100%) em ácido láctico, pela via de EMBDEN-MEYERHOFF. As heterofemlentativas, 
produzem, além de ácido láctico, CO2 e outros produtos (etanol e/ou ácido acético), via 
hexose monofosfato ou via das pentoses (INGRAM, 1975). Assim, nas homofermentativas 
a hexose difosfato é cindida em duas moléculas (gliceraldeído-3 -fosfato e 
dihidroxiacetona fostato) através da FDP aldolase, as quais são oxidadas a ácido pirúvico 
que em seguida é reduzido a ácido láctico. ° balanço energético deste processo é de duas 
moléculas de ATP por cada molécula de glicose fermentada (BROCH, 1974). 
Nas heterofermentativas que não possuem aldolase, há uma oxidação da hexose 
monofosfato a 6-fosfogliconato que é descarboxilado oxidativamente originando uma 
pentose fostato. Esta por sua vez, através da fosfocetolase dá origem a uma molécula de 
gliceraldeído-3-fosfato, a qual é convertida em ácido láctico pelo processo descrito para as 
homofermentativas com a produção de um A TP, e uma molécula de Acetil-fosfato. Esta 
última aceita os electrões do coenzima NADH + H+, gerados durante a produção da 
pentose fosfato, dando origem a acetaldeído que é reduzido a etanol sem produção de 
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-ATP (BROCK,1974; CARPENTER, 1977). As principais e vias metabólicas da fermentação 
das hexoses pejas bactérias Jácticas estão sumarizadas na Fig. 2. 
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Fig. 2. Principais vias metabólicas da fermentação das hexoses pelas bactérias lácticas 
(adaptado de KANDlER, 1983 e GonSCHALK, 1986) 
A. Enzimas da via de Emdden - Meyemoff-Parmas; B. LactaID desidrogenase; 1. Hexocinase; 2. 
Glicose-6-P desidrogenase; 3. 6Fosfogliconalo desidrogenase; 4. Ribulose-5-fostaLO 3-epimerase; 5. 
FosfocclDlase; 6. Fosfotransacetilase; 7. Acetaldeído desidrogenase; 8. Álcool desidrogenase; 9. Glicose--
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6.P isomerase ; 10 . FrulOse·6·P fosfocelOlase; 11 . Transaldolase; 12. TranscclOlasc ; 13. Ribose·5·P 
isomcrasc; 14. Ribulose·5·P 3·epimcrasc; 15. Xilulosc·5·fosfalO fosfocelOlasc; 16. Acetato cinasc 
Em aerobiose, algumas bactérias heterofermentativas reoxidam o coenzima 
NADH + H+ utilizando o 02 como aceitador final de electões, através de uma 
flavoproteína. Neste caso, o Acetil-CoA não é completamente reduzido a etanol, 
fom1ando-se C02, ácido láctico, acético e duas moléculas de ATP por molécula de glicose 
fermentada (BROCK, 1974). 
Nos vinhos, as características homo e heterofermentativas das bactérias lácticas 
nem sempre são fáceis de evidénciar, devido à presença de vários su bstratos utilizáveis. 
Assim, por exemplo uma bactéria láctica homofermentativa pode produzir quantidades 
apreciáveis de ácido acético quando fermenta pentoses (BENDA, 1982), aparentado um 
comportamento heterofermentativo. RIBEREAU·GAYON et ai., (1975) propuseram vários 
critérios de distinção entre as bactérias homo e heterofermentativas nos vinhos, entre os 
quais se salientam: os quocientes entre C02flactato; lactato/acetato e acidez fixa/acidez 
volátil. O isómero do ácido láctico produzido também permite fazer a distinção entre 
alguns géneros. Os cocos heterofermentativos produzem essencialmente ácido D (-) 
láctico e 2·5% de ácido L (+) láctico. Porém, LaclObacil/us heterofermentativos (L. brevis 
e L. frucrivorans) produzem ácido DL láctico. Outra característica que permite fazer a 
distinção entre os cocos e os bacilos heterofermentativos é a produção de acetoína. A 
formação de acetoína nas bactérias lácticas provém do piruvato, podendo ocorrer por duas 
vias metabólicas diferentes: por descarboxilação do a-acetolactato ou pela redução do 
diacetilo proveniente da condensação do acetaldeído TPP (tiamina pirofosfato) com 
Acetil-CoA (KANDLER, 1983). 
Em presença de glicose, as bactérias lácticas heterofermentativas reduzem a 
frutose a manitol, formando-se acetato em vez de etanol. Este processo tem manifestas 
vantagens para as bactérias na medida em que há uma produção adicional de A TP 
(Fig. 3). 
As bactérias lácticas isoladas dos vinhos, utilizam ainda, como fonte de carbono 
e/ou energia, ácidos orgânicos tais como: ácido cítrico, tartárico e málico. Estes ácidos são 
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Fig. 3. Fonnação de mani lol a partir da fruLOSC pelas baclérias lácticas helerofennentativas 
(adaptado de SHlJTZ e RADlER, 1984). 
Reacção global: 3 FruLOSC -> I ácido láctico + I ácido acético + ICÜ2 + 2 maniloI. 
• (I) L-idiLol: NAD+ 5- OxircduCLasc 
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1.4 - Alterações do Vinho Provocadas por Bactérias Lácticas. 
1.4.1. - Fermentação Maloláctica. 
PASTEUR terá sido o primeiro cientista a verificar a redução da acidez fixa de 
alguns vinhos em 1656, tendo admitido que tal fenómeno deveria resultar da degradação 
microbiana do ácido tartárico (KUNKEE, 1967; 1962) mais tarde, em 1889, KULlSCH 
verificou um fenómeno idêntico em cidras, tendo-o atribuido à actividade metabólica de 
leveduras. A origem bacteriana desta desacidificação só mais tarde, em 1891, foi 
reconhecida por MULLER-THURGAU. Dez anos depois KOCH demonstrou a hipótese de 
MULLER-THURGAU ao conseguir a desacidificação de vinhos através da sua inoculação com 
estirpes de bactérias lácticas (KUNKEE, 1967). Foi ainda KOCH que sugeriu, mais tarde, ser 
este o fenómeno resultante do desaparecimento do ácido málico. 
SEIFERT, em 1901, apresentou a equação global de transformação do ácido 
málico em ácido láctico e dióxido de carbono, designando as bactérias responsáveis pelo 
processo por micrococcus malolacticus. 
Só muito recentemente foi mostrado, contudo, que a fermentação do ácido L(-) 
málico a L( +) láctico e dióxido de carbono é causada por uma única enzima que foi 
designada enzima maloláctica (KUNKEE, 1975; CASPRITZ e RADLLER, 1983) e que só foi 
detectada em bactérias lácticas (RADLER, 1986). De acordo com SHÜTZ e RADLER (1974) 
esta enzima é induzida pela presença de ácido L-málico e de glicose. Segundo, LAFON--
LAFOURCADE (1970 b) a enzima maloláctica é constitutiva em 70% das estirpes estudadas 
pela autora. 
No passado, houve autores que julgaram ser a fermentação maloláctica um 
processo produtor de energia para as células (PEYNAUD, 1956). Porém, KUNKEE (1967) 
estimou que a quantidade de energia libertada pela conversão de ácido málico em láctico é 
de apenas 6kcal (a 18 ,6·C, pH 3,4 e numa atmosfera de CO2).sendo, portanto, 
insuficiente para a sintese de A TP. Presentemente aceita-se que a "reacção" maloláctica é 
um mecanismo que as bactérias lácticas dispõem para a remoção de protões que inibem o 
crescimento (RADLER, 1986). 
MENDES FAIA 1967 propõe uma hipótese explicativa para o efeito estimulante da 
fermentação maloláctica sobre as bactérias lácticas.De acordo com esta autora, quanto 
mais baixo é o pH maior é a quantidade de ácido láctico sob a forma diprotonada o que 
facilitaria a entrada do ácido para o interior da célula. À primeira vista, e atendendo a que 
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o pH intracelular está próximo da neutralidade, o ácido málico iria funcionar como 
desacoplador, o que é desfavorável à manutenção do gradiente protónico e electroquímico 
na célula. No entanto pela actividade da enzima maloláctica, o maIato é descarboxilado 
formando-se L-lactato e bicarbonato. Segundo a autora a descarboxilação do malato a 
lactato elimina o efeito desacoplador do ácido pelos efluxos do lactato e do bicarbonato. O 
efluxo do lactato é electrogénico, pelo menos nalgumas bactérias lácticas , dado que são 
excretados dois protões por mole de lactato (Ono et ai., 1980) e a variação de pH no 
interior e exterior da célula (ll pH) pode ser utilizado para a sintese de ATP. Estes 
mecanismos poderiam explicar o eíeito est imulante do ácido málico na utilização dos 
açúcares e no crescimento das bactérias para valores reduzidos de pH (MENDES FAIA, 
1987). 
1.4.2 - Doenças dos Vinhos. 
Exceptuando a degradação do ácido málico, mais nenhuma actividade metabólica 
das bactérias lácticas nos vinhos é desejável. Porém, a versatilidade metabólica desta 
batérias é elevada, sendo mesmo superior á das leveduras (Quadro I), podendo conduzir 
ao aparecimento de alterações, mais ou menos profundas vulgarmente designadas por 
doenças dos vinhos. 
Na classificação das alterações dos vinhos provocados por bactérias lácticas, a 
maioria dos autores (AMERINE et ai., 1972; AMERINE e JOSELYN, 1970; RIBEREAU-GAYON 
el ai., 1975) baseia-se na natureza dos substratos utilizados. Assim, as alterações com 
mais significado são as seguintes: 
a) A degradação do ácido tartárico que se designa vulgarmente como "volta"; 
b) A fermentação láctica da frutose com formação de manitol; 
c) A degradação do glicerol e formação de acroleína "amargor"; 
d) A fermentação láctica dos açúcares "pico láctico"; 
e) A formação de polissacáridos "gordura". 
-11-
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L-mactato, C02 (succinato, acetato) 
Lactato, acetato, C02, acetoína 
Lactato, acetato, CÜ2 
4-hidrox!butirato, succinato, C02 
Lactalo, acetalO, CD2, succinalo 
2,4-hexanodiol 
Etilcatecol, dihidroxisiquimato 
Lactalo, acetalO, etanol, CÜ2 
Lactato, etanol, acetalo,C~, manilol 
Lactato e acetalO 
(provavelmente semelhante à glicose) 
2-butanol 
1,3-propanodiol 








Propanol, isopropanol, isobutanol, 
metil-2-butanol-), metil-3-butanol-), 
acetato de etiJo, acetaldeído, 
n-hexanol, octanol, glicerol, 
2,3-butanodiol, eritrol, arabitol, 
dextranas, diacetilo 
-1.4.2.1 - Degradação dos Açúcares. 
As bactérias do ácido láctico fem1entam uma vasta gama de glícidos (Quadro 2) 
incluindo, várias hexoses, pentoses, dissacáridos, trissacáridos, glicosídos e glicerol 
(DAVIS eI ai, 1966). São vários os mecanismos de degradação seguidos, conduzindo à 
formação de diferentes produtos finai s. 
Quadro 2. Fermentação dos glícidos em meio de cultura complexo (MRS), pH 6,0, pelas 
espécies Leuconos/oc oenos. Pediococcus parvulus e Lac/obacillus spp (DAVIS c/ 
ai ., 1988) 
Percentagem de estirpes que Percentagem de estirpes que 
uti lizam os vários glícidos utilizam os vários glícidos 
G Iícido G Iícido 
Leuconostoc Pediococcu$ LactobaciJlus Leuconosloc PedlDCOCCUS LilClobacil/u5 
oenos parvulus spp oenos parwlus spp 
(71)b (17) (13) (71)b (17) (13) 
glicerol 1,' 
" .8 30,8 Salia na 91,5 100,0 76,9 
DArabinose 26 ,S O 23,1 D- Celobiose 85,9 94 ,1 69,2 
L·Arabinose 35,2 29,4 53,8 O- Ma!!ose 5,6 23,5 92,3 
D-Ribose 54 ,9 23,5 76.9 lactose ' ,2 11 ,8 76.9 
D-Xilose 8 ,5 5 ,9 23,1 Melibiose 42.3 , 1,8 69.2 
l-Xi\ose 36,6 O . 7,7 Sacarose 45,1 70,6 92,3 
D-Galactose 49 ,3 26 .7 64 ,6 Trealose 97 ,2 94 ,1 84 ,6 
D·G!icose 100 ,0 100,0 92.3 tnuh na 1,' 5,9 7,7 
D·Frutose 100,0 100 ,0 100,0 D-Melezllose 2,8 11.8 53,8 
D-Manose 9 1,5 100,0 76,9 Rafinose 5,6 5,9 46, 1 
l·Sorbose O O O Ghcogén.o O O O 
l·Ramnose 70,4 " .8 15 ,~ Genliobiose 70,4 94 ,1 69,2 
Mesoinosilo1 O O O D- Furanose 1.4 ,1 <62 53,8 
O-Manilo l 26 ,8 11 ,8 76,9 [).lixose 11,3 O O 
D-Glucitol 5,6 , 1,8 38 ,50 D·Fucose O O O 
a metil·D·manosldeo 1,' 17,6 38,50 l·Fucose O O O 
a metil·[). glicosideo 95.80 100 76,9 ArabilOl O O 7,7 
N aceIíI.glucosamina 97 ,2 100,0 69.2 Gluconalo 54,9 11 .8 76,8 
Amidgalma 76 .1 100,0 69,2 2 . CeIO gliconato 2,8 O 7 .7 
Arbutina 93,0 100,0 76.9 5-Ceto gliconato 85,9 , 1 ,8 30.8 
b - Número de estirpes estudadas, 
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-Como já foi referido, segundo os produtos de degradação das hexoses, as 
bactérias lácticas são classificadas em homofermentativas (formação quase exclusiva de 
lactato) e heterofermentativas (formação de lactato, acetato e etanol . .. ). A degradação da 
frutose pelas bactérias homofermentativas é efectuada pela via de EMBDEN·MEYERHOFF· 
-PAR NAS , formando-se quase exclusivamente ácido láctico. As bactérias 
heterofermentativas utilizam a frutose como fonte de energia, originando os produtos 
mencionados anteriormente e, também, como aceitador de electrões formando-se manitol 
(Fig.3). A acumulação de manitol altera o vinho, dando origem a um sabor agridoce 
desagradáveL Porém, a formação de ácido acético concomitantemente com a do manitol é 
considerada a principal causa de alteração do vinho (MENDES FAIA,1987 b). 
Assume alguma importância o metabolismo das pentoses, presentes no vinho em 
teores não despresáveis, e frequentemente responsáveis pela elevação da acidez total e 
volatil de vinhos aparentemente estáveis. 
A degradação das pentoses nas bactérias homo e heterofermentativas efectua-se 
geralmente pela via das pentoses monofosfato havendO formação de ácido láctico, acético 
e/ou etanol e CO2 (GOnSCHALK, 1986; KANDLER, 1983). No entanto, BARRE (1978) refere 
que algumas bactérias lácticas podem fermentar as pentoses por um mecanismo 
homofermentativo, urna vez que o produto final dominante é o ácido láctico, concluindo 
assim que deverá existir uma via de degradação das pentoses não necessitando da 
f osf ocetolase. 
Nos vinhos secos a fermentação álcoolica não deve ser interrompida de modo, a 
que, a utilização dos açúcares seja efectuada completamente pelas leveduras. Nos vinhos 
com açúcar residual, deve evitar-se a proliferação das bactérias lácticas, para que os 
glícidos não sejam degradados por estes microrganismos com produção de ácido acético e 
láctico. Estes metabolitos afectam negativamente a qualidade do vinho, provocando a 
alteração bacteriana denominada pico láctico (RIBEREAU-GAYON er al., 1975). 
1.4.2.2 - Degradação dos Ácidos. 
As bactérias do ácido láctico também metabolizam vários ácidos orgânicos; 
tartárico, cítrico, pÍTuvico, málico e outros. A utilização destes compostos conduz a 
modificações da cor e do aroma do vinho, sendo particularmente sensíveis a estas 
alterações aqueles que apresentam pH elevado (DAVIS er ai., 1985; BENDA, 1982). 
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-a) Ácido tanárico. 
° ácido tanárico é o ácido fixo mais imponante presente no vinho, sendo o 
principal responsável pela sua acidez. É igualmente o mais resistente aos ataques 
bacterianos, contudo pode acidentalmente ser degradado por algumas bactérias do ácido 
láctico - é a "doença da volta". Esta alteração graças aos actuais processos tecnológicos, 
ocorre hoje bastante raramente. 
As condições que favorecem a sua ocorrência são, além da falta de higiéne 
durante os processos de manipulação dos vinhos, o pH elevado (superior a 3,5) e os 
baixos teores em S02 (RANKINE e BRIDSON, 1971). 
A degradação do ácido tanárico pelas bactérias lácticas não é caracuística da 
espécie. RADLER e YANNISSIS (1972), observaram que das 78 espécies estudadas 
pertencentes aos géneros Pediococcus, Leuconosloc e LaclObacillus, somente 4 estirpes 
de LaclObacillus plantarum e uma de L. brevis utilizaram este ácido, sendo, em ambos os 
casos, induzida a enzima responsável pela degradação. 
Segundo RIBEREAU-GAYON el ai. (1975) estirpes susceptíveis de degradarem o 
ácido tartárico podem ser isoladas de vinhos alterados, de vinhos sãos ou cidras, não 
dependendo a capacidade da bactéria de degradar aquele subsrrato do meio de onde foi 
isolada. Bactérias isoladas de vinhos sãos podem induzir a alteração e bactérias isoladas 
de vinhos alterados podem não o fazer. De acordo com estes autores, a fermentação do 
ácido tartárico aparece como uma adaptação podendo ocorrer em bactérias muito diversas 
"como uma função nova adquirida ou como uma potêncialidade que se exprime num meio 
favorável". A degradação do ácido tanárico por esta bactérias pode ser total , contudo os 
ataques mais frequentes correspondem apenas à degradação de um terço do seu teor nos 
vinhos ou por vezes a um meio (RIBEREAU-GAYON el ai., 1975). Nas (Figs. 4 e 5) e de 
acordo com RADLER (1975) apresentamos os processos de degradação do tanarato por 
Laclobacillus homo e heterofermentativos. Nos primeiros o ácido tartárico pela acção da 
enzima tartarato desidrogenase perde uma molécula de água sendo convertido em 
oxaloacetato. Em seguida, o oxaloacetato é descarboxilado a piruvato através da 
oxaloacetato descarboxilase. Metade do piruvato é depois descarboxilado oxidativarnente, 
possivelmente por um sistema da piruvato desidrogenase, originando C02 e acetato; a 




2 2 2 I 
COOH HOCH 
I COOH 002 COOH I 
-H 20 I )~ I a-l3 HOOH ~ CoO C=O 
I I I a-l3+oo 2 HOCH a-l2 0;3 + I I I NADH+ H COOH 
COOH COOH 
áe. tanárico ác. oxaloácetico ac. pirúvuco ác. acético 
Fig. 4. Mecanismo de degradação do ácido tartárico nas bactérias lácueas homofennentativas 
(RADLER. 1975). 
Nas bactérias heterofennentativas (Fig.5) o ácido :artárico é convenido em 
oxaloacetato havendo igualmente perda de uma molécula de água. No entanto neste 
processo metabólico apenas dois terços de oxaloacetato são descarboxilados a piruvato 
que é completamente convenido em acetato. Um terço deste ácido, pela ação da maIato 
3 3 NAD 1 
COOH 
COOH ~ COOH I -H 2O I I NADH+H+ 
HOOH ~ Co:Q ....~ a-l 2 I I I 
HOOH a-l 2 HOOH I I I 
COOH COOH COOH COOH 
ác. tralárico a.c. oxaloacético a.c. málico ac. 1umárico a.c. succinico 
a.c. piruvico a.c. acético 
Fig. 5. Degradação do ácido tanárico pelas bactérias he~rofennentativas (RADlER. 1975). 
desidrogenase, é reduzido a malato. Em seguida, o maiato perde uma mole de água e 
através da fumarase, origina fumarato que é depois reduzido a succinato pela enzima 
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-fumarato redutase . Segundo observações de RADLER e YANNISSIS (1972) esta última 
reacção é dependente do coenzima FAD no ciclo de Krebs, porém, na decomposição do 
ácido tanárico os coenzimas NAD e NADH são essenciais. 
b) Ácidos cínico. e pirúvico. 
A quantidade de ácido cítrico presente no vinho proveniente das uvas é 
relativamente pequena, situa-se entre 0-0.5 gr/l (RADLER, 1982), sendo metabolizado 
apenas por algumas bactérias lácticas, principalmtnte por Leuconosroc oenos e algumas 
espécies do género Lacrobacillus (BERGEY'S SISTEMATIC BACTERIOLOGY, 1986). Através 
da citrato liase o ácido cinico é convertido em acetato e oxaloacetato, o qual é depois 
descarboxilado a piruvato. Esta enzima é induzida em todas as bactérias à excepção da 
espécie Streprococcus diacetilactis (WHITING, 1975). Todavia, o metabolismo deste ácido 
está estreitamente dependente das condições do meio e da natureza das bactérias 
implicadas. Segundo SAN ROMÃO (1987) a degradação do citrato não se traduz 
normalmente por alterações profundas com repercurções negativas, particularmente pelos 
reduzidos teores em que se encontra presente no vinho, uma vez que este composto é 
sempre efectivamente degradado pelas bactérias lácticas juntamente com o ácido málico. 
Porém, segundo os trabalhos de MENDES FAIA (1987) algumas estirpes não utilizam o 
ácido cínico, outras são estimuladas pela presença deste ácido formando-se acetato como 
produto final. Daí que a autora alerte para os problemas que podem advir da adição de 
ácido cínico, adicionado por vezes aos vinhos para evitar a casse férrica ou para os tomar 
mais frutados. 
O ácido pirúvico existente nos vinhos provém, essencialmente, do metabolismo 
fermentivo das leveduras. Segundo (RADLER,1975) o piruvato é um intermediário chave 
da fermentação maloláctica. RANKINE (1966) aconselha mesmo a adição de pequenas 
quantidades de piruvato para estimular a desacidificação biológica. No entanto, de acordo 
com os resultados obtidos por (MENDES FAIA, 1987), a adição de ácido pirúvico ao meio 
de cultura teve um efeito estimulante ou repressivo do crescimento em função do género: 
em Leuconosroc oenos e em Lacrobacillus delbruekii provocou um acréscimo altamente 
significativo nas taxas de crescimento, excepto na estirpe ML34 ' embora tenha 
prolongado significativamente a duração da fase lag de todas as espécies estudadas. Ao 
contrário, em Pediococcus, a autora detectou um efeito altamente repressivo na biomassa 
e nas taxas de crescimento. Dependendo da espécie, os produtos resultantes da 
degradação deste ácido são: ácido D e L-láctico, C02, 2.3-butanodiol, acetoína, ácido 
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acético e/ou etanol. FORNACHON e LLOYD (1965) e WHITING (1975) salientam a formação de 
diacetilo a partir do ácido piruvico presente no vinho durante a fermentação maloláctica. O 
diacetilo e a acetoína condicionam o aroma do vinho (DAVIS et ai, 1988). Concentrações 
em diacetilo de 1 a 4mg/l têm efeito positivo na qualidade do vinho, teores superiores a 
5mg/l afectam negativamente o aroma, dando ao vinho, um aspecto gorduroso indesejável 
(RANKINE 1966; DAVIS el ai., 1985) A produção deste composto é variavel com a estirpe. 
As espécies do género Pediococcus são mais eficientes na produção do diacetilo que as do 
género Leuconosloc (BENDA, 1982). Todavia, MENDES FAIA (1987) não observou maior 
produção de diacetilo nas estirpes de Pediococcus damnosus, quando comparadas com as 
estirpes de Leuconosloc oenos. 
c) Outros ácidos. 
O ácido glucónico, galacturónico e glucorónico aparecem em vinho provenientes de 
uvas infectadas com Botrirys cineria. RADLER e SCHONIG (1978) estudaram a capacidade 
de degradação do ácido glucónico em 116 estirpes dos géneros LaclObacillus, 
Leuconosloc, Pediococcus e Slreptococcus. Todas as espécies dos géneros Laclobacillus 
e Leuconostoc oenos metabolizaram este ácido com a formação de ácido láctico, acético, 
etanol e CO2. 
O ácido a-cetoglutárico presente no vinho é produzido quase na sua totalidade 
durante a fermentação álcoolica pela actividade metabólica das leveduras (RANKINE e 
POCOCK, 1969). Segundo RADLER e BROHL (1984) várias estirpes de LeuconoSloc oenos 
descarboxilam o ácido a-cetoglutárico a semi-aldeído succínico que pode ser reduzido a 
4-hidroxibutirato ou oxidado a succinato. 
d) Ácido sórbico. 
O ácido sórbico á utilizado como antiséptico em vários produtos alimentares, 
incluindo vinhos adamados, por inibir o crescimento das leveduras (RADLER, 1976). As 
doses legais deste composto utilizadas nos vinhos são S; 200mg/l. Estes teores não inibem 
o crescimento das bactérias lácticas, uma vez que, e segundo este autor, o ácido sórbico é 
particularmente eficaz contra microrganismos que possuem metabolismo oxidativo. O 
crescimento das bactérias lácticas só é reprimido para valores da ordem dos 500 e 
1 OOOmg/l, por isso deve ser utilizado nos vinhos (S; 200mg/l) concomitantemente com o 
dióxido de enxofre. É reduzido por estas bactérias a 2-4 hexadienol; para os valores de pH 
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-do vinho esterifica quimicamente com o etanol formando 2-etoxihexa·3,5-dieno, 
composto responsável pelo odor a gerânio (EDtNGER e SPLlTTSTOESSER, 1966; 
RADLER,1966). 
1.4.2.3 - Degradação do Glicerol. 
o glicerol é um constituinte importante do vinho, contribuindo para a sua 
viscosidade e macieza, cujo teor é dependente de vários factores - estirpe de levedura 
responsável pela fermentação alcoólIca, temperatura, pH, nívei s de S02' estado sanitário 
das uvas (QUGH et ai., 1972; RADLER e SCHÜTZ , 1982; RANKtNE e BRtDSON , 1971 ; 
RIBEREAU -GAYON et ai., 1975 e 1962). Também algunas b~c térias lácticas homo e 
heterofermentativas, formam teores apreciáveis de glicerol a partir das hexoses e pentoses 
e particularmente em vinhos de mostos de cultura de Botritis cinerea (SAN ROMÃO e 
LAFON-LAFOURCADE,1979) . 
O glicerol é decomposto por certas espécies heterofermentativas do género 
Lactobacillus (SHOPFER, 1973). Estas espécies não utilizam o glicerol como fonte de 
energia, portanto só o metabolizam na presença de glicose e/ou frutose e são estimuladas 
pelo etanol (SCHÜTZ e RADLER, 1984). Na (Fig. 6) apresentamos a degradação bacteriana 
do glicerol. O amargor que se detecta nos vinhos devido à degradação do glicerol tem sido 
atribuido às reacções da acroleína com as catequinas e as amocianas (AMERINE et ai., 
1972). Convém no entanto salientar, que a acroleína não resulta da actividade metabólica 
das bactérias lácticas mas sim da desidratação do 3-hidroxipropanal em condições de 
acidez, e elevação da temperatura (SCHÜTZ e RADLER, 1984; WHITINg, 1975). A acroleína é 
altamente tóxica , provoca irritações nas mucosas nasais e nos olhos e tem um cheiro 
desagradável a rábano picante (AMERIN E et ai., 1972). Os vinhos tintos são mais 
susceptíveis a esta alteração por possuirem maior teor em polifenóis (BENDA, 1982). 
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Fig. 6. Desassimilação do glicerol por Lbrevis (SCHÜTZ e RADLER. 1984) 
1.4.2.4 - Formação de Poli ssacáridos . 
Algumas espécies de bactérias do ácido láctico formam dexrranas, substâncias 
que afectam a qualidade e a filrrabilidade do vinho (WIBOWO et aI. , 1985) provocando a 
alteração vulgarmente designada por gordura. Pode aparecer em vinhos tintos e brancos 
como uma manifestação panicular da fermentação maloláctica. Nos vinhos, julga-se 
serem estirpes do género Leuconostoc os responsáveis por esta alteração (RIBEREAU-
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-·GAYON et ai ., 1975), enquanto que na cerveja e cidra são referidas outras estirpes de 
Lacrobacillus e Pediococcus como agentes causais desta transfomlação no vinho. 
1.5 - Factores que Afectam o Crescimento. 
São numerosos os factores que afectam o crescimento e sobrevivência das 
bactérias lácticas do vinho. LAFON-LAFOURCADE (1975) divide os factores condicionantes 
do crescimento das bactérias em duas categorias: nutricionais e físico-químicos , que de 
seguida iremos apresentar mais detali13damente. 
1.5.1 - Factores Nutrícionais 
É conhecida a limitada capacidade biosintética das bactérias láticas em geral e das 
do vinho em particular, dado que exigem factores específicos de crescimento, 
nomeadamente aminoácidos e vitaminas. 
As exigências em aminoácidos e vitaminas variam com o género e espécie 
bacteriana e com a composição do meio (PEYNAUD, 1956). Os cocos são muito mais 
exigentes que os bacilos o que explica a dificuldade de os cultivar (PEYNAUD e DOMERCO, 
1968). O ácido glutãmico, isoleucina, leucina e valina são indispensáveis ao crescimento 
dos bacilos. Os cocos requerem, para além destes aminoácidos, arginina, histidina, 
metionina , fenilalamina , serina, triptofano e tirosina (PEYNAUD e DOMERCO ,1968 , 
RtBEREAU-GAYON el ai., 1975) . As bases puricas e pirimidicas funcionam, também, como 
estimulantes do crescimento (PEYNAUD e DOMERCO, 1968). 
Estudos efectuados sobre as exigências nutricionais das bactérias lácticas 
demostram que o extracto de carne, os extractos de fígado e de levedura, a peptona e a 
caseína favorecem o crescimento bacteriano. O extracto de came é utilizado nos meios de 
cultura como suplemento em aminoácidos, o extracto de levedura como suplemento 
vitarnínico (BERG el ai., 1981). 
Cenas bactérias da fermentação maloláctica são ainda estimuladas por factores de 
crescimento (DF) 4'-0-(~-D-glicopiranosil) D-ácido-pantoténico presentes no sumo de 
tomate (AMACHt, 1975; IMAMOTO el ai., 1973), de uva (STAMER STOYLA, 1970) e de couve 
(TIWARI el ai., 1980). O TJF é constituído, segundo (YOSHIZUMI, 1975) por glicosideo de 
ácido pantoténico, porém, COGAN el ai., (1968) identificaram o agente estimulante como 
consti tuído por adenosina e adenina 
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Segundo KUNKEE (1967), verifica-se um estímulo na femlentação maloláctica nos 
vinhos inoculados com LeuCOl1ostoc (lel1OS quando a fernlentação alcoólica dos mostos 
decorre na presença das películas. Idênticos resultados obtiveram BEELMAN e GALLANDER 
(1970 b), tendo observado que a velocidade de degradação do ácido L-málico em 
Leucol1ostoc citrovorum é proporcional ao tempo de contacto das películas com o 
mosto. Estas observações levaram à conclusão que as películas continham substâncias 
estimulantes do crescimel)to. 
Pode pensar-se ainda que o aumento do teor em certos aminoácidos e factores de 
crescimento observados por LAFON-LAFOURCADE e PEYNAUD (1961), em vinhos nas 
condições de adega no fim da fernlentação álcoolica seja devido à autolise das leveduras e 
possível degradação das proteínas das leveduras pelas proteaseó (KING e BEELMAN, 1986 e 
MENDES FAIA, 1987). 
Durante a fernlentação maloláctica ocorrem ainda mudanças significativas na 
concentração de aminoácidos do vinho, devidas ao crescimento bacteriano (KUENSCH et 
ai., 1974). A concentração de uns aumenta a de outros diminui (Quadro 3). 
Os aminoácidos não são apenas assimilados mas também, ocasionalmente, 
decompostos. WEILLER e RADLER (1976), referem que certas estirpes conseguem 
metabolizar completamente a arginina, ácido glutâmico, histidina e tirosina. Ourros 
aminoácidos, tais como triptofano, ácido aspárlico, trionina e fenilalanina, são apenas 
parcialmente metabolizados. Estudos de RADLER (1975) evidenciam que das 100 estirpes 
de bactérias lácticas estudadas, várias estirpes de Lactobacil/us brevis metabolizam a 
arginina, ácido glulâmico e isoleucina. Em StreplOcoccus lactis a arginina pode ser 
utilizada como fonte de energia, em determinadas condições, quando a glicose funciona 
como substrato limitante, havendo a formação de uma mole de A TP por mole de arginina. 
Recentemente têm merecido considerável interesse a presença de aminas no 
vinho, e o papel das bactérias lácticas na sua produção (LAFON-LAFOURCADE, 1975; RIBAS 
GONZALO, 1983). A amina mais importante é a histamina resultante da descarboxilação da 
histidina por Lactobacil/us spp e por uma estirpe de Pediococcus cerevisiae pela acção da 
enzima histidina descarboxilase (RADLER,1975). Esta enzima tem um óptimo de actividade 
a pH ácido, necessitando de piridoxal fosfato (MEISTER, 1965). A histidina é um vaso 
dilatador libertado em certos tecidos animais como resultado de uma hipersensibilidade 
alérgica e, portanto, indesejável no vinho (MENDES FAIA, 1987). 
A capacidade de descarboxilação depende da estirpe e das condições de 
crescimento, principalmente da quantidade de nutrientes e do pH do meio (IENESTEA, 
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1971). As estirpes do género Pediococcus produzem maiores quantidades que as dos 
géneros Leuconosroc e Lacrobacillu.1 (WIBOWO er al.,1985). 
As bactérias do ácido láctico, para além dos aminoácidos, necessitam de factores 
de cre scimento tais como a tiamina, ácido pantoténico, ácido nicotinico, piridoxina, 
biotina e mesoinositol e principalmente riboflavina, como estimulantes da fermentação 
maloláctica (PEYNAUD e S. DOMERCO 1968). Porém as vitaminas presentes no vinho e 
mosto geralmente satisfazem quantitativamente as necessidades das bactérias lácticas. 
Comparando o teor em vitaminas do mosto com o do vinho, observa-se que o primeiro é 
pobre em tiamina e rico em ribollavina, em ácido para-arrunobenzoico e cianocobalamina 
(PEYNAUD e LAFON-LAFOURCADE, crtado por BENDA, 1982). 
Quadro 3. Modificações da composição azotada dos vinhos provocada pela fermentação 
maloláclica. (RIBEREAU-GAvON er ai ., 1975) 
vinho tjnto vinho branco 
anles da depois anles da depois da 
fermentação da ferrnenlllção fenrnentação fermentação 
maloláclica - maloláclica maloláctica maloláclica 
Alanina 9 O 
Arginina 24 14 58 14 
Cisteína 24 14 58 14 
A. Glútamico 34 71 34 47 
lsoleucina 12 27 16 18 
Leucma 6.6 37 18 21 
Trionina 19 100 258 200 
TriplOfano 3.7 24 5.2 18 
Va1ina 26 38 30 38 
N amoniacal 7 28 3 17 
As necessidades nestes elementos variam com a espécie, a composição do meio, 
as condições de cultura e a fase de crescimento (RlBEREAU-GAYON et ai., 1975). No 
Quadro (4) observam-se algumas diferenças entre as necessidades vitamírricas dos cocos e 
dos bacilos. Os bacilos exigem geralmente a tiarruna e, sobretudo, a ribollavina, enquanto 
que o ácido fólico tem um efeito estimulante muito importante e quase específico nos 
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cocos - o ácido fólico activou 75% dos cocos e apenas 5% dos bacilos (PEYNAUD e 
DOMERCO, 1968). 
WEILLER e RADLER (1972) verificaram que o ácido panlOténico e nicotínico são 
indi spensáveis ao crescimento de todas as estirpes por eles estudadas. 
As necessidades em cenas vitaminas foram utilizadas por estes autores como 
base de diferenciação taxonómica. Leuconos/oc oenos distingue-se de LeuconoslOc 
mesemeroides por manifestar uma necessidade adicional em ácido fólico. O ácido fólico e 
a ribonavina foram essenciais para todas as estirpes de Lac/obacillus casei, ao contrário 
do que se verificou em Lac/obacillus planrarum. A tiamina foi necessária para 
LeUCOMS/OC e não para Pediococcus. 
Quadro 4. Necessidades das baelérias !ácticas em faetores de crescimento. 
Percentagem das espécies para as quais um faclor de crescimento é independente 
(-), estimulante (s) e essencial (+) (RIBEREAU-GAYON etaJ., 1975). 
Ilas.:illus ~ 
s + s + 
Tiamina 31 43 26 31 43 26 
Riboflavina 22 13 65 22 13 65 
Nicotinarnida 69 18 13 75 22 3 
Ac .pantolénico O 9 91 O 7 93 
AC.nicotinico 4 9 87 O 15 85 
Ac. p.a. benzoico 83 13 4 75 20 5 
Mesoinosi lOl 83 13 4 72 23 5 
Ac.fólico 95 5 O 25 45 30 
Biotina 87 13 O 83 12 5 
Cobalamida 83 13 4 85 15 O 
Estes microrganismos têm igualmente necessidade de elementos minerais. O 
magnésio, o sódio, o potássio e o manganês são indispensáveis ao crescimento 
bacteriano, enquanto que a descarboxilação do ácido L-málico depende do teor em 
potássio (KUNKEE, 1967). 
-24 -
Segundo KUNKEE, U:UCOlWSroC gracile não se desenvolve numa solução nuoitiva 
desmineralizada , porém, a adição de K+ , Na e Mg2+ permite um crescimento e 
desacidificação biológica nomlais (RIBEREAU-GAYON el ai., 1975). 
1.5.2 - Factores Físico-químicos 
1.5.2_1 - p H 
o pH é considerado como um dos factores ambientais, que afecta mais 
significativamente o desenvolvimento das bactérias do ácido láctico. O pH óptimo de 
crescimento que se situa entre 4,3 e 4,8 é característico da espécie e depende da 
composição do meio de cultura (LAFON-LAFOURCADE, 1975) . Estes valores são muito 
superiores ao pH normal dos vinhos (lNGRAHAN el ai., 1960) embora algumas estirpes 
bacterianas crescam a valores de pH da ordem de 2,9 a 3,0 (RIBEREAU-GAYON el ai., 1975; 
SENDA, 1962; KUNKEE, 1974 e LAFON-LAFOURCADE, 1975). 
O efeito do pH manifesta-se ao nível da seleção das bactérias que se 
desenvolvem no vinho (WIBOWO el ai., 1965; COSTELLO, et ai., 1963; RIBEREAU-GAYON el 
ai. , 1975). Geralmente u:uconosloc oenos é a única espécie isolada de vinhos com pH 
inferior a 3,5. Os géneros Pediococcús e Lactobacillus predominam em vinhos com 
valores de pH superiores (DAVIS el ai., 1965), principalmente depois da fermentação 
maloláctica estar terminada. O pH exerce, ainda, um efeito selectivo sobre os substratos 
metabolizáveis por cada uma das estirpes bacterianas que crescem no vinho (WIBOWO el 
ai., 1965). A velocidade de degradação dos açúcares é maior à medida que aumenta o pH, 
conduzindo a um acréscimo na acidez volátil, no teor em ácido acético (PEYNAUD e 
S. OOMERCO, 1968) e a uma diminuição na produção de diacetilo (RANKINE el ai., 1969). 
A taxa de .:rescimento (Quadro 5) e concomitantemente a velocidade de 
descarboxilação do malato (Quadro 6) são função do pH inicial do vinho, ocorrendo tanto 
mais rápidamente quanto mais elevado for esse valor (SOUBOURAS e KUNKEE, 1971; LlU e 
GALLANDER, 1963; CASTINO el ai., 1975; DAVIS el ai., 1965; RIBEREAU-GAYON el ai., 
1975). Porém, a sensibilidade à acidez do meio é variável com a estirpe (Fig. 4): 
LeuconoslOc oenos são menos sensíveis aos valores baixos de pH que as estirpes dos 
géneros Pediococcus e Laclobacil/us (RIBEREAU-GAYON el ai., 1975; MENDES FAIA, 1987). 
A elevada tolerância à acidez do género u:uconoslOc explica a razão pela qual é a única 
estirpe isolada de vinhos com pH inferior a 3,5 (DAVIS el ai., 1985; COSTELLO el ai., 
1983) . 
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-Quadro 5 . Valores médios das taxas de cresci mento (h- 1) das várias estirpes. para vários 
níveis de pH (MENDES FAIA. 1987) 
pH Estirpes 
iníciaJ 8A ML34 12A 
3.5 0.0352 0,0319 0,0310 
4,0 0,0697 0,0769 0,1512 
4,5 0,0862 0,0820 0,1663 
8A e MI... 34 .,. Pertencem ao género Leuconoscoc 
12 A e 27 - Pertencem 3~ género Pediococcus 
CUC] - Pertence 30 género Laclobacillus 
peso das bactérias 












Fig. 7. Influência do pH no crescimento de diversas baclérias tácticas em meio de cultura com 
sumo de tomate. (RAOLER , cilada por RIBEREAU GAvON el ai" 1975.) 
-26-
Quadro 6. Tempo necessário (dias) à ocorrência da fermentação maloláclica num vinho com 
vários valores de pH. (BOUBOURAS c KUNKEE, 1971) 








KUNKEE (1967) refere a existência de uma relação linear directa entre o pH natural 
do mosto e a taxa da fermentação maloláctica, para valores de pH compreendidos entre 
3,35 e 3,50. A actividade da enzima maloláctica parece ser função do pH tendo sido 
estudada por LAFON-LAFOURCADE (1970 b). Para os bacilos o óptimo da actividade 
enzimática situa-se entre 3,5 e 4,0, havendo uma certa inibição para valores de pH 3,0 e 
superiores a 4,5. A sensibilidade é variável, em Lacrobacillus brevis, a actividade 
enzimática decresce 60% quando o pH é 3,0 ou 4,5. Pelo contrário, em algumas espécies 
de Lacrobaci/lus hilgardii, a quantidade de ácido L-málico degradado por gr de 
célulasllitro de meio à temperatura de 30 De, duran te 24 horas, é independente do pH. Nos 
cocos a degradação do ácido málico, ocorre geralmente a pH mais baixo, com pH óptimo 
entre 3,0 e 4,0. O complexo enzimático é fortemente inibido para valores superiores a 4,5. 
LAFON,LAFOURCADE (1970 b) conclui que as bactérias lácticas não proliferantes têm um 
óptimo de degradação do ácido málico a pH 3,5 e 4,0 e que a fermentação maloláctica é 
possível a valores de pH reduzidos para os quais todo o crescimento é irúbido. 
O efeito inibidor do pH resulta da sua acção directa na multiplicação bacteriana, 
mas sobretudo, do seu efeito sinergistico na actividade do dióxido de enxofre 
(KUNKEE, 1967). A fermentação maloláctica é parcialmente inibida por estes factores 
quando actuam individualmente e, se usados em simultâneo, reprimem completamente o 
processo (CASTINO er ai., 1975; LlU e GALLANDER, 1983). 
O sinergismo do pH na actividade do SOz pode ser atribuído ao efeito do pH no 
grau de ionização do dioxido de enxofre (MENDES FAIA, 1987). 
-27-
r 
1.5.2.2 - Dióxido de enxofre. 
o dióxido de enxofre tem vindo a ser utilizado em vinificação como antioxidante, 
antioxidásico e para evitar o crescimento das bactérias e leveduras não interessantes do 
ponto de vista fernlentativo. Durante a conservação de vinhos é utilizado como agente 
estabilizante (HAMOND e CARR, 1976). 
No vinho o S02 apresenta·se sob as fOrnlas de H2S03 ou S02 molecular 
dissolvido, de ião bissulfito (HS03 ' ) e de ião sulfito (S03=) (WIBOWO et ai., 1985). A 
quantidade de cada uma destas fOrnlas é variável com o pH (Fig. 8). A pH neurro existe 
praticamente a mesma quantidade de HS03' e S03=. A pH 5,0 predomina o ião bissulfito 
e a pH 3,0 aparecem o ião bissulfito e o S02 molecular (HAMOND e CARR, 1976). Estas 
fOrnlas são designadas em Enologia por dióxido de enxofre "livre". 
Parte do dióxido de enxofre adicionado aos vinhos combina-se com os 
compostos orgânicos nele existentes. Os compostos carbonilo, principalmente o 
acetaldeído, são os agentes mais importantes de combinação do S02 (FORNACHON, 1963; 
WIBOWO et ai., 1985) . Pode, de igual modo, combinar,se com a arabinose e a glicose, 
100 
..• / .... -,. ....... ~ ..•......• \.\ /./.----
.. HSO '. / SO" 
, 3 \ / 3 
! , 
! 


















Fig. 8. Percentagem de distribuição de sulfito, bissulfilO e SOz molécular em solução aquosa, 
em função do pH (HAMOND e CARR. 1976). 
não reagindo praticamente com a frutose e a sacarose (RIBEREAU,GAYON et ai., 1975). 
Para além destes compostos, os taninos e as antocianas também fOrnlam compostos de 
adição com o S02 (KUNKEE, 1967), ocorrendo uma redução de intensidade da côr do 
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vinho. No en tanto, a reacção é reversível e a descoloração só é significativa em vinhos 
com pH elevados, uma vez que o S02 combinado com as antocianas é libertado quando 
se acidifica o meio (DAVIS et ai., 1985). 
O efeito do SCh faz-se sentir a nível da duração da fase de adaptação (Fig. 9), da 
taxa de crescimento, no metabolismo do ácido málico e dos açúcares e das características 
sensoriais do vinho (LAFON-LAFOURCADE, 1975; LUI e GALLANDER, 1983). A fermentação 
maloláctica ocorre mais fácil mente em vinhos sem S02, todavia, também tem lugar, mas 
com menor velocidade, em vinhos com 100-200 ppm de S02, desde que se aumente a 
população bacteriana (KUNKEE et ai., 1964). Este autor em 1967, refere que em vinhos 
com pH 3,7 a fermentação maloláctica é possível mesmo quando os teores em SÜ2 são 
superiores a 150 ppm. 
LAFON-LAFOURCADE (1970 b) avaliou o comportamento da enzima maloláctica em 
Leuconostoc gracite cf34 e Lactobacil/us plantarum em vinhos com doses crescentes de 
S02. A sensibilidade foi dependente do número de células presentes. A aurora salienta 
que 50 mg de acetaldeído sulfuroso diminuem ligeiramente a actividade da enzima 
maloláctica quando a concentração celular é de 5 grll. Utilizando 2 grll a redução é de 
25%, com 1 grll diminui 50%, sendo totalmente inibida para doses de inóculo baixas. 
Portanto, nos vinhos em que se pretenda a fermen tação maloláctica, a adição de dióxido 
de enxofre deverá ser efectuada no final desta fermentação (RANKINE e BRIDSON, 1971). 
A tolerância ao dióxido de enxofre depende, no entanto, de vários factores , entre 
os quais se salientam: forma química do SCh, espécie, pH e composição química do meio 
de cultura (LAFON-LAFOURCADE e PEYNAUD, 1974; HOOD, 1983). 
A acção antimicrobiana do S02 livre é reconhecida por todos os autores 
estudados, o mesmo não acontecendo no que diz respeito à eficácia antibacteriana do 
dióxido de enxofre combinado (MENDES FAIA, 1987). Segundo WIBOWO et ai. (1985), de 
todas as formas de S02 presentes no vinho a forma molecular é a mais activa isto porque 
segundo BEECH e THOMAS (1984), as moléculas não ionizadas penetrann através da parede 
e membrana citoplasmática mais rápidamente que as moléculas não ionizadas. 
Apesar da acção do dióxido de enxofre livre ser superior à do combinado, para 
concentrações elevadas o segundo também tem algum efeito (FORNACHON, 1963). Este 
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Fig. 9 Efeito do S02 no crescimenlO das bactérias do ácido lácti co durante a vinificação de 
vinhos Chancellor a pH 3,3; 3,5 e 3,7 . A seta indica o início da ferm entação 
maJoláctica (liu e GALLANDER, 1983) 
autor refere a inibição de algumas espécies heterofermentativas, Lacwbacillus hilgardii e 
Leuconosloc mesenleroides em meios ricos ein açúcar, contendo acetaldeído sulfuroso. 
E stes microrganismos durante o crescimento metabolizam o acetaldeído, libertando o 
bisulfito que estava combinado, impedindo assim o crescimento bacteriano. WIBOWO el ai. 
(1985) referem, também, que a multiplicação microbiana é afectada de igual modo no 
vinho com 100 a 150 mg/l de S02 total, ou 50- 100 mg/l de S02 combinado, ou na 
presença de 1 a 10 mg/l de SÜ2livre. O dióxido de enxofre molecular tem uma acção 
bactericida, enquanto que a forma combinada é bacteriostático (LAFON-LAFOURCADE, 1974; 
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-MAYER el ai. , citado por HOOD, 1983). A sensibilidade ao 502 é também variável com o 
género: as bactérias são mais sensíveis que as leveduras e os cocos são menos resistentes 
que os bacilos. As espécies do género Leuconosloc são mais susceptíveis que as dos 
géneros Pediococcus e Laclobacillus (RIBEREAU-GAYON el al.,1975; BEECH e THOMAS, 
1984; DAVIS el ai., 1985 e MENDES FAIA, 1987). DAVIS el ai. (1985) referem que a espécie 
Pediococcus parvulus conduziu a fennentação maloláctica num vinho comercial com 72 
mg/! de 502 livre, não referindo todavia o pH do vinho. 
O efeito inibidor do 502 aumenta quando decresce o pH. Porém, num vinho 
com pH 3,5, ao qual foi adicionada uma concentração relativamente alta de dióxido de 
enxofre molecular, a viabilidade celular de Laclobacillus spp e as características sensoriais 
do vinho não foram significativamente afectadas quando foi utilizado no controlo da 
fennentação maloláctica um reactor de fluxo contínuo e células imobilizadas numa matriz 
com 2% de Kcarragénio (CRAPISI el ai, 1987). 
1.5.2.3 - Temperatura 
As bactérias do ácido láctico isoladas do vinho são segundo (RIBEREAU-GAYON 
el ai., LAFON-LAFOURCADE,1 983) mesófilas, variando a sua temperatura óptima de 
crescimento entre 25 e 30'C. No entanto, BARRE (1978) isolou 8 estirpes pertencentes ao 
grupo Thermobaclerium com caracleristicas muito semelhantes a L. acidophilus, de 
mostos fennentados a temperaturas elevadas (40 a 43'C) Temperaturas diferentes dos 
valores óptimos condicionam a taXa específica de crescimento, a "actividade maloláctica", 
e a duração do período de latência (PEYNAUD e DOMERO, 1967 A) e os substratos 
utilizados (PIRT, 1975). LAFON-LAFOURCADE (1983) verificou que um decréscimo de 5'C 
na temperatura é suficiente para impedir o crescimento de grande parte da população 
bacteriana e prolongar a duração da fennentação maloláctica (Fig. 10). Porém, o efeito 
deste factor é variável com a estirpe, com o pH e com a percentagem de etanol. SILVER e 
LEIGHTON (1981) avaliaram o crescimento de três estirpes de LeuconoslOc oenos a várias 
temperaturas e observaram que a descarboxilação do ácido málico se completava a 10'C 
ao fim de 10 dias, 58 e 64 dias respectivamente nas estirpes B44.40 ML34, e PSU1. 
A desacidificação biológica é máxima para temperaturas situadas entre 30 e 
35°C, é mais lenta a 15 e a 35°C. 
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Depois de ter avaliado laboratorial mente a degradação do ácido málico a 25° , a 
30° e a 35°e, LAFON-LAFOURCADE (1975) concluiu que a temperatura óptima de 
crescimento bacteriano era inferior à temperatura óptima de degradação do ácido málico. 
células/mi 
10' 










... p ______ - - -o 
Bl 
40 50 tempo (dias) 
A __ Mosto sem sulfuroso, com 
temperaturas de conservaçao de 
14'C 
B 1 -o- Mosto com IOmg de S02 
por litro, com temperaturas de 
annazenamento de 14 'e. 
B2 -.". ·Mosto com IOmg de S02 
por litro, com temperaturas de 
armazenamento de 19'C. (FA 
fermentaçao álcoolica); .j. indiC<! a 
ocorrência da ferrnentaçao malolá-
coca. 
Fig. 10. Efeito da concenrraçao de S"2 e da temperatura na evoluçao do número de bactérias 
láctic<!s durante a vinifiC<!çao de vinhos timos (Ll\FON-Ll\FouRCADE el ai., 1983). 
De acordo com RIBEREAU-GAYON el ai. (1975), a fermentação maloláctica é Lanto 
mais lenta quanto mais baixa for a temperatura, podendo efectuar-se em alguns dias a 
25°e, algumas semanas a 15°e e alguns meses a temperaturas inferiores. Ocorre, no 
entanto, a temperaturas de 10-15°e (KUNKEE, 1967) ou inferiores, desde que a população 
bacteriana inicial sejâ elevada (RIBEREAU-GAYON el ai., 1975). 
O frio de Inverno constitui em algumas regiões, como Trás-os-Montes, o 
principal obstáculo para a ocorrência desta fermentação. Quando se pretende a 
desacidificação biológica antes da Primavera, aconselha-se o aquecimento das adegas. 
Porém, a temperatura nunca deverá ultrapassar os 18°e, uma vez que o aumento da 
temperatura conduz a um acréscimo da acidez volátil, devido à degradação de outros 
componentes que não o ácido málico (RIBEREAU-GAYON el ai., 1976). Dado o grande 
interesse em que a degradação do ácido málico se processe a temperaturas relativamente 
baixas, DAVIS el ai. (1988) aconselham a selecção de estirpes bacterianas que cresçam a 
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temperaturas inferiores a 20°C. Com efeito OUGH (1985) refere que o aumento da 
temperatura afecta negativamente a côr, o aroma e o sabor do vinho tinto. 
1.5.2.4 - Arejamento 
A multiplicação das bactérias malolácticas e a descarboxilação do ácido málico 
são favorecidas por condições de anaerobiose e microaerofilia (KUNKEE, 1967). Todavia, 
PEYNAUD (1956), refere que a saturação de vinho novo com o ar, antecipou a fermentação 
maloláctica em 24 horas, enquanto que a saturação com oxigénio a atrasou sem a impedir 
completamente. A influência do arejamento depende segundo RIBEREAU-GAYON el ai. 
(1976) da espécie bacteriana. MAYER, refere que o C02 estimula o crescimento e a 
fermentação maloláctica de LeuconoslOc oenos (BENDA, 1982), reduzindo a fase lag 
(STAMER e STOYLA, 1970). Esta espécie não cresce em ambientes com oxigénio, CÜ2 e 
azoto. No entanto, desenvolve-se rápidamente numa atmosfera contendo azoto e 10% de 
C02. Pelo contrário, BENDA (1982) refere que Leuconosloc gracile cresce melhor na 
presença de pequenas quantidades de ar. Estes resultados são algo contraditórios na 
medida em que Leuconosroc gracile é a designação francesa da espécie Leuconosloc 
oenos. Porém BENDA (1982) não específica quais os gases que estimulam o crescimento 
da referida espécie. 
1.5.2.5 - Etanol 
As báctérias do ácido láctico isoladas do vinho são particularmente resistentes ao 
etanol, no entanto, segundo RI8EREAU-GAYON el ai. (1975) este factor químico é um 
importante inibidor do crescimento bacteriano. Porém, a resistência ao etanol é variável 
com o género (KUNKEE, 1967), com a espécie, com as condições do meio de cultura 
(LAFON-LAFOURCADE, 1975; 1983), com o teor de substâncias azotadas disponíveis, com 
o pH (PEYNAUD, 1967) e ainda com a temperatura e com a concentração de SÜ2 (BENDA, 
1982). Isto é, a tolerância ao etanol decresce com o aumento da temperatura, do teor de 
S02 e com a diminuição do pH (CASTINO et ai., 1975).FLESCH e JERCEL salientam que os 
efeitos do pH para valores compreendidos entre 3,0 e 5,5 em meio de cultura complexo 
com concentrações de etanol entre 5 e 11 % são cumulativos (BENDA, 1982). O estímulo 
do crescimento bacteriano com adição de 1,5% de etanol anula-se pela adição de SÜ2 ao 
meio de cultura (KING e BEELMAN, 1986). 
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A "actividade malolác tica" é reduzida também com o aumento do teor de etanol 
(LAFON-LAFOURCADE, 1975; PILONE , 1975) devido à inibição das enzimas envolvidas no 
processo (WIBOWO el ai., 1985). LAFON-LAFOURCADE, 1975 refere que a capacidade de 
degradação do ácido málico pelas células não proliferantes de Leuconosloc gracite cf34, 
em meio sintético, não era afectada por concentrações em etanol de 11%. Porém, sofreu 
uma redução de 16% e 56% na presença de percentagens em álcool de 12 e 13% 
respectivamente (Quadro. 7) . Além disso, o etanol prolonga a fase de latência, a duração 
da fermentação maloláctica e conduz a menor produção de ácido láctico (RIBEREAU-GAYON 
el ai., 1975). 
Embora existam referências na literatura, sobre o efeito inibidor do etanol no 
crescimento de algumas espécies de bácterias lácticas não existem estudos sistemáticos 
sobre esta matéria. Segundo vários autores (M ARET e SOZZI , 1977; DAVIS el ai., 1985; 
1986; 1988) as espécies dos géneros LeuconoslOc e Pediococcus têm uma tolerância 
máxima de 12 a 14% enquanto as espécies do género LaclObacillus suportam valores de 
etanol de 15%. Laclobacillus Irichodes por exemplo, é ainda mais tolerante na medida em 
Quadro 7. Quantidade de ácido L-málico metabolizado em (mcq/l) por Lc gracile em funçãO do 
tempo e do teor em etanol do meio (LAFON -LAFOURCAOE 1970 b) 
T aor em álcool (o/.; vlv) 
Quantidade de o 11 12 13 











5h 24h 48h 
16 28 30 
26 48 48 
46 50 50 





33 33 50 
que foi isolado de vinhos alcoolizados com percentagens em etanol da ordem dos 20%. O 
crescimento destes microrganismos é não só estimulado pelo etanol, como também pelo 
2-metil propanol, vários poli álcoois e ainda a acetona. Porém, a espécie LaclObacillus 
Irichodes não metaboliza o etanol nem o ácido málico (RADLER e HARTEL, 1984). Também 
de acordo com D'AMORE e STEWART, 1987 LaclObacillus heterohiochii, microrganismo de 
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alteração do saké, supona valores de etanol da ordem dos 20% sendo estimulado por 
doses baixas de etanol. 
Ainda que a maioria das espécies seja inibida por teores elevados de etanol são, 
pelo contrário estimuladas por doses reduzidas deste álcool. KING e BEELMAN (1986) 
confirmaram resultados "obtidos anteriormente por MORENZONI em que o crescimento 
bacteriano era estimulado quando adicionaram 1,5-3% de etanol ao meio e drásticamente 
inibido para teores superiores a 6%. HAYMON e MONK (citado por KING e BEELMAN, 1986) 
referem, também, que o ctescimento destes organismos em meios de cultura com sumo de 
uva é estimulado pela adição de vinho, tendo-se verificado um crescimento máximo em 
meios de cultura constituídos por 20% de vinho e 80% de mosto. 
O efeito inibidor do etanol no crescimento bacteriano não está suficientemente 
elucidado. RADLER e HARTEL (1984) referem que, possivelmente actua ao nível da 
membrana citoplasmática não elucidando contudo, o modo de actuação. Todavia, de 
acordo com O'AMORE e STEWART, 1987, nas células das leveduras o etanol actua 






(Membrana celular, Proteinas 
membrana mitocõndrial) solul/eis 
hidrofilicas 
citoplasmática Retículo mitocõndrial 
endoplasmático 
Fig. I I. Locais de acruação do etanol nas células das leveduras (D'AMORE e STEWART, , 987) . 
O etanol desnatura e inibe as enzimas glicoliticas, inibe não competitivamente o 
rransporte da glicose, da maltose, da amónia e dos aminoácidos, diminui as temperaturas 
óptima e máxima de crescimento e aumenta a temperatura minima Adicionalmente, altera 
a organização e permeabilidade celular, acelera a reenrrada passiva de protões e aumenta a 
mone térmica (van UDEN, 1985; D'AMORE e STEWART, 1987). Os fosfolipidos e os esteróis 
da membrana citoplasmática desempenham um importante papel no mecanismo de 
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tolerância ao etanol (van UDEN, 1985). Em LaclObacillus homohiochii e Laclobacil/us 
helerohiochii, segundo D'AMORE e STEWART (1987), o etanol induz alterações ao nível dos 
ácidos gordos da membrana citoplasmática. Aumenta o teor em ácidos gordos insaturados 
e em esteroís e o comprimento das cadeias acil dos ácidos gordos, conduzindo a um 
acréscimo na fluídez da membrana. O grau de inibição é dependente da solubilidade dos 
lipidos, do peso molécular do ácido e da concentração em glicose. ISlo é, aumenta à 
medida que decresce o t~or em ácidos gordos insaturados, aumenta o peso molecular do 
álcool e para concentrações em glicose superiores a 10% (INGRAM e BUTIKE , 1984) . 
Porém, em Saccharomyces cerevisiae , segundo (JUROSZEK el aI., 1987), o etanol diminui 
o efluxo de protões em células activas e reduz o gradiente de protões transmembranário no 
passo de troca zero. Isto significa que existe uma igualdade entre o influxo e o efluxo de 
protões transmembranário. A concentração em etanol que reduziu o gradiente de protões 
foi idêntica à que inibiu o crescimento de Saccharomyces cerevisiae , 
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2 - MATERIAL E MÉTODOS 
2.1 - Microrganismos: 
Foram utilizadas nos ensaios as estirpes ML34 e 8A de Leuconostoc oe nos , a 
estirpe 12A de Pediococcus damnosus e a estirpe 48 de Lactobaci/lus spp. Leuconostoc 
oenos ML34 foi proveniente da colecção do Departamento de Enologia da Universidade da 
Califórnia - Davis. Leuconostoc oenos 8A; Pediococcus 12A e Lactobacil/us spp 48 
foram provenientes da colecção do Departamento das Indústrias Alimentares da 
Universidade de Trás-os-Montes e Alto Douro - Vila Real. Todas as estirpes foram 
isoladas a partir de vinhos de mesa, à excepção da estirpe Lactobacil/us spp 48 que foi 
isolada de um vinho licoroso (vinho do Pono). A manutenção das culturas foi feita em 
tubos de ensaio contendo um meio de repicagem sólido (TOB agar). 
No nosso trabalho fomos estudar LeconoslOc oenos ML34 por ser uma estirpe de 
referência, largamente estudada e utilizada nos Estados Unidos da América e Europa na 
indução da femlentação maloláctica. Esta estirpe é comercializada nos Estados Unidos na 
forma liofilizada. LeuconoslOc oenos 8A foi utilizada por ter sido isolada de vinhos da 
região de Vila Real e apresentar taxas éspecíficas de crescimento elevadas (MENDES FAIA, 
1987). As estirpes 12A e 48 foram utilizadas tendo como principal objectivo, comparar o 
seu comportamento na presença de etanol com o das estirpes 8A e ML34' Uma vez que, 
estes microrganismos penencem a géneros suscepúveis de aparecerem nos vinhos e 
poderem em muitos caso, ser responsáveis por alterações (agentes de doenças dos 
vinhos). 
2.2 - Composição dos Meios de Cultura 
Os meIOs de crescimento usados na determinação da taxa específica de 
crescimento, na presença de concentrações crescentes de etanol foram compostos por: 
Um meio base TOB, constituido por caldo de sumo de tomate com extracto 
de fígado e glicose. Este meio de cultura contém: 2% Bactotriptona, 0,5% 
Bactopeptona, 0,5% extracto de levedura, 0,5% glicose, 0,1% extracto de 
fígado, 0,005% Tween 80. A dissolução dos vários componentes foi feita em 
sumo de tomate diluido (1 :5). 
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Um meio GB, este meio de cultura tem a mesma composição do meio TGB , 
sem adição de sumo de tomate o pH final foi acertado a 4,5. 
Para determinar o efeito do álcool na taxa de crescimento utilizou-se: 
o meio base TGB tendo sido adicionado, após esterilização, doses 
crescentes de etanol (O, 2, 4, 6, S, 10 e 12%). 
O pH foi avaliado antes da esterilização num potênciometro Orion 601 A 
prévi amen te' calibrado com solução tampão a pH 4,0 e 7,0. 
Os valores de pH do m~io de cultura foram ajustados antes da esterilização a 
121°C durante 15 minutos de modo a que, após a adição de etanol o pH final 
fosse 3,5; 4,0 e 4,5 . 
2.3 - Condições de Crescimento. 
O efeito do etanol na taxa de crescimento foi estudado em tubos de ensaio 
rolhados, com 5ml de TGB e concentrações crescentes de etanol e incubados a 25°C. 
Foram preparados inoculas em caldo de TGB a partir da repicagem de culturas 
de bactérias, mantidas no frigorifico (2-S·C) em agar TGB. Após 7 dias a 25°C procedeu-
-se à sua repicagem para GB caldo, têndo sido posteriormente centrifugado a 10 OOOg 
durante 15 minutos, numa cenoifuga refrigerada Sorvall 33. O líquido sobrenadante foi 
eliminado e ao sedimento adicionou-se um volume de água estéril igual ao volume inicíal 
do meio de cultura. 
O meio TGB adicionado de álcool foi inoculad01 % (v/v) de cada uma das 
estirpes em fase exponencial de crescimento. Todos os ensaios foram efectuados em 
oiplicados. 
O crescimento foi avaliado pelo método turbidiméoico. A densidade óptica foi 
medida a 600nm em intervalos de tempo regulares. com um espectofotometro Bausch 
, 
Lomb, Spectronic 21, até à obtenção do crescimento máximo. O espéctofetometro foi 
acenado a 100% de transmitância com água destilada. Foi utilizado, como padrão, um 
meio não inoculado. 
Em seguida, foi medido o pH final dos meios de cultura e foram filtrados por 
membranas 0.22~m de diâmetro de poro. O filtrado foi refrigerado para análises 
posteriores. 
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2.4 - Avaliação de Alguns Parâmetros de Crescimento. 
2.4.1 - Cálculo da Taxa Específica de Crescimento. 
As taxas específicas de crescimento foram calculadas de acordo com PIRT 
(1975), para cada, concentração de etanol adicionada. 
O crescimento de uma população homogénea de microrganismos, num meio de 
cultura líquido, bem agitado, arejado, se necessário, a temperatura e pH constantes e bem 
tolerados, apresenta diferente fases (período de latência, fase de crescimento exponêncial, 
fase estacionária e fase de morte), reflectindo modificações no estado fisiológico do 
microrganismo e do seu meio ambiente. 
A taxa de crescimento da população, em cada instante é expressa por ~: em que 
x é a concentração de microrganismos. 
Dividindo essa taxa pela concentração correspondente de microrganismos, 





. dI= ~x 
(1 .1) 
(1.2) 
Se a taxa específica de crescimento se mantiver constante e o meio ambiente 
mantiver as suas propriedades físico·químicas pode aplicar-se ao crescimento da 
população a equação integrada (1.3) 
(] .3) 
Esta equação traduz o crescimento exponêncial da população microbiana no 
tempo. Aplicando logaritmOs: 
(1.4) 
A equação (1.4) permite cálcular experimentalmente a taxa específica de 
crescimento a partir do declive da recta, que relaciona para a fase de crescimento 
exponêncial, o logaritmo natural da concentração da biomassa com o tempo de incubação. 
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2.4.2 - Deominação da Concentração de Glicose Residual . 
A detenninação de glicose residual foi efectuada no sobrenadante refrigerado 
segundo o método de SOMOGY descrito por NEUFELD e GINSBURG (1966) 
2.4.3 - Detenninação da Fase lag . 
Quando as células bacterianas são transferidas para um novo meio de cultura, 
não iniciam imediatamente o crescimento, elas necessitam de um período de adaptação 
designado por fase lag. Durante este período, de duração variável, as células sintetizam 
enzimas e protoplasma necessários ao metabolismo e divisão celular. 
Após a inoculação, a densidade óptica mantem-se práticamente inalterável 
durante algum tempo. A partir de um detenninado momento observou-se um aumento 
significativo na densidade óptica. Consideramos o tempo imediatamente anterior como 
correspondente à fase lag 
Em certos casos, principalmente para concentrações em etanol elevadas e valores 
de pH baixos, esta variação não foi tão nitida, pelo que consideramos como fase de 
latência, o tempo em horas correspondente à intercepsão entre o prolongamento da recta 
correspondente à fase exponêncial de crescimento e uma paralela ao eixo das abcissas , 
correspondentes à fase lag. 
2.4.4 - Coeficiente de Rendimento em Biomassa. 
o coeficiente derendimento em biomassa, foi determinado de acordo com PIRT 
(1975), para cada uma das concentrações em etanol adicionadas, sendo a biomassa final 
avaliada em tennos de peso seco. 
Existe uma relação linear entre a biomassa produzida (x) e o decréscimo da 
concentração do substrato (S), donde: 
Da multiplicação de ambos os membros por~resulta: 
1 dx 1 dS 
X' ctt = - YX'dt 





y - Rendimento 
k - Taxa específica de transferência do substrato. 
Se as condições ambientais se mantiverem invariaveis, y é uma constante, então: 
x - Xo = y (So - S) 
Na fase estacionária como a concentração do substrato limitante é zero, o 
rendimento é dado pela equação 
Xo - Biomassa inicial 
So - Concentração inicial de substrato 
2.5 - Análise de Metabolitos. 
A análise quantitativa dos produtos resultantes do metabolismo bacteriano foi 
efectuada por HPLC, segundo o método descrito por MENDES FAIA (1987). 
2.6 - Velocidade de Degradação do Ácido L-málico. 
Para determinar a velocidade de degradação do ácido L-málico utilizamos o meio 
base TGB tendo sido adicionados teores de etanol de ° e 5% e inoculados com 1% das 
estirpes 8A e ML34' Quando a população bateriana atingiu a máxima densidade óptica 
juntamos a um dos tubos mais 5% e ao outro mais 10% de etanol, de modo a termos 
concentrações finais de etanol de 0,5; 10 e 15%. Cada ensaio foi feito em niplicado. Em 
seguida, a cada um dos ensaios adicionamos concentrações em ácido L-málico de 0,1; 
0,5 e 0,75%, respectivamente. O desaparecimento do ácido málico foi verificado 
diáriamente por cromatografia em papel de acordo com o método de RIBEREAU-GAYON et 
al.(1971 ). 
2.7 - Análise Estatística. 
Os efeitos da concentração de etanol e do valor inicial de pH no crescimento das 
várias estirpes estudadas foram avaliados por análise de variância de acordo com 
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SNEDECOR e COCHRAN (1967) e STEEL e TORRIE (1981). A significancia das diferenças 
entre as médias foi avaliada pela MDS (Menor diferença significativa) e teste de TUKEY 
(SNEDECOR e COCHRAN, 1967; e STEEL e TORRIE, 1981) para 95% de probabilidade. 
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3 - RESULTADOS. 
3.1 - Resultados. 
3.1.1 - Efeito do Etanol no Crescimento. 
a) Taxa de específica de crescimento. 
o efeito do etanol foi estudado em várias estirpes pertencentes aos géneros 
LeuconoslOc (A,B), Pediococcus (C) e Lactobacil/us (D) inoculados em meio complexo 
(TGB), com vários níveis de pH (3,5; 4,0 e 4,5) e ao qual foram adicionadas diversas 
doses de etanol. 
Os resultados obtidos são apresentados no Quadro l-I e nas Fig. I-I e 1-2 e as 
respectivas analises da variância (ANOVA) nos Quadros 1A, 2A, 3A, 4A, 5A (Anexo I) . 
A análise dos resultados demonstra que o pH, a concentração de etanol e as estirpes 
tiveram um efeito altamente significativo cP < 0,001) na variação da taxa de crescimento. 
Nas estirpes LeuconoslOc oenos ML34 e SA a contribuição do etanol para a variação da 
taxa específica de crescimento foi superior à do pH, ao contrário do que aconteceu nas 
espécies dos géneros LaclObacil/us e.Pediococcus (Quadros 2SA e 27A). Em todas as 
estirpes se observou um aumento significativo da taxa específica de crescimento quando 
as concentrações de etanol foram de 2-4%, sobretudo na estirpe ML34 quando o pH inicial 
do meio foi 3,5. A taxa de crescimento da ML34, a pH 3,5 e com adição de 2% de etanol 
foi aproximadamente dupla da observada no controlo. Em Leuconostoc oenos, quanto 
mais baixo foi o pH maior foi o efeito estimulante do etanol. Além disso, à medida que 
decresceu o valor de pH a dose de etanol estimulante do crescimento foi mais elevada. 
Para valores de etanol de 8·10% observou-se uma inibição no crescimento para todos os 
valores de pH. Concentrações de etanol de12% impediram completamente o crescimento 
bacteriano. 
O efeito do etanol variou com o pH iiJicial no meio de cultura, o que se traduziu 
por uma interacção altamente significativa cP < 0,001). Na realidade o efeito repressivo do 
etanol foi tanto mais acentuado quanto mais baixo o pH no meio de cultura. Contudo, nas 
estirpes r.1L34 e sA o efeito inibidor de etanol para percentagens de 10% foi praticamente 
independente do pH inicial. 
A interacção estirpe x pH foi altamente significativa (P < 0,001), ou seja, as 
estirpes tiveram respostas diferentes à variação do pR Verificou-se um aumento na taxa 
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Quadro 1-1 . Valores médios da taxa especifica de crescimento (h-1) dos várias estirpes para vários níveis de etanol e pH. 
concentraç; o em etanol (%1. 
Estirpe pH O 2 4 6 8 10 12 14 valores. médios 
ML34 (A) 0,050 0,100 0,106 0,054 0,046 O O - 0,45 
8A (8) 0,046 0,067 0,061 0,058 0,036 0,020 O - 0,36 
12A (C) 3,5 0,029 0,040 0,030 O O O O - 0,012 




ML34 (A) 0,100 0,104 0,109 0,094 0,053 0,035 O - 0,062 
8A(9) 4,0 0,074 0,099 0,101 0,100 0,054 0,023 O - 0,056 
12A (C) 0,074 0,097 0,107 0,088 0,081 0,037 O - 0,061 
Lact (D) 0,054 0,045 0,056 0,038 0,037 O O - 0,029 
ML34 (A) 0,114 0,128 0,119 0,103 0,076 0,032 O - 0,072 
8A (9) 4,5 0,111 0,120 0,130 0,111 0,077 0,055 O - 0,076 
12A (C) 0,10 1 0,126 0,124 0,111 0,099 0,059 0,032 - 0,082 
Lact (D) 0,065 0,086 0,088 0,081 0,076 0,063 0 ,047 - 0,063 
I 
Valores médios 0,069 0,084 0,086 0,070 0,053 0,027 0,007 O 0,11 
--
Os valores apresentados sâo a média de 3 repeliçóes 
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Fig. I . 1. Efeito da concentração de etanol e do pH na taxa específica de 't.Tescimento (h· l ) das várias estirpes. 
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Fig. 1-2. Relação entre a taxa específica de crescimento na presença da concentração x de etanol e a taxa específica de crescimento na ausência de 
etanol (%) para as várias estirpes, a vários níveis de pH . 
1 
específica de crescimento das várias estirpes com o aumento do pH de 3,5 para 4,0. Este 
aumento foi mais significativo nas estirpes Pedjococcus12A e Lac/obacillus 48 do que nas 
restantes. O acréscimo observado no crescimento com o aumento de pH de 4,0 para 4,5 
foi semelhante em todas' as estirpes mas muito menos acentuado do que o verificado na 
passagem de pH de 3,5 para 4,0. 
O comportamento das estirpes foi variável em função da presença ou ausência de 
etanol, traduzindo-se numa interacção altamente significativa CP < 0,001) entre estes dois 
factores. O estímulo e a repressão da taxa de crescimento foram mais expressivos em 
Leuconos/oc oenos ML34' e menores em LaclObacillus spp. 
A interacção entre o pH, as estirpes e a concentração em etanol foi altamente 
significativa CP < 0,001). A pH 3,5, não se observou crescimento de LaclObacillus 
mesmo sem adição de etanol. As estirpes de LeuconoslOc oenos ML34 e 8A, foram 
inibidas para valores de álcool de 8 e 10% respectivamente, enquanto as espécies do 
género Pedjococcus o foram para 6%. A pH 4,0 as taxas específicas de crescimento da 
estirpes 12A, 8A e ML34 foram reprimidas para valores de etanol de 12% e a estirpe 48 
somente a 10%. Finalmente, a pH 4,5 o crescimento da estirpe 48 não foi inibido para 
concentrações de etanol de12%. Nas restantes estirpes não foi detectado crescimento nesta 
concentração de etanol, para todos os níveis pH, excepto em Pediococcus 1M a pH 4,5. 
Pela análise dos resultados do Quadro 1A podemos ainda dizer que o pH teve um 
efeito mais significativo CP < 0,001) na variação da taxa de crescimento do que a 
concentração em etanol e as estirpes. Não foram observadas diferenças significativas 
CP> 0,001) entre as médias das taxas de crescimento da estirpes 8A, 12A e ML34 a pH 
3,5 e 4,0. Todavia, a taxa específica de crescimento de LaclObacillus foi expressivamente 
diferente. 
b) Consumo de glicose 
Os resultados obtidos são apresentados no Quadro II-I e FigCs) TI-I e Il-2 as 
respectivas análises da variância CANOVA) nos Quadros 6A, 7A, 8A, 9A e 10A (Anexo 
1). Os factores pH inicial do meio de cultura, o etanol e as estirpes tiveram um efeito 
altamente significativo CP < 0,001) sobre a variação no consumo em glicose. O pH 






Quadro II -1. Valores médios do consumo da glicose (~gI~) das várias estirpes, para vários níveis de etanol e pH. 
concentraç1\o em etanol %1 
Estirpe pH O 2 4 6 8 10 12 14 valores médios 
ML34 (A) 22,88 21,63 25,88 32,88 58,05 84,13 - - 40,93 
8A (B) 3,5 22,33 24,16 26,25 26,58 30,25 40,16 - - 28 ,23 
12A(C) 71,42 69,16 80,42 81,76 82,75 83,76 - - 78,18 
Lact(O) O O O O O O O O 130,5 
ML34 (A) 23,91 6,72 10,71 15,59 46,46 51,05 - - 25 ,74 
8A(B) 4,0 34,83 4,08 12,16 17,50 41 ,33 55,00 - - 25,96 
12A (C) 34,58 45,75 45,75 43,83 43,83 79,66 - - 48,85 
lact (O) 64,33 64,00 56,00 78,41 90,50 90,58 91 ,66 - 73 ,97 
I 
ML34 (A) 12,02 4,62 6,58 6,63 22,63 23,88 - - 12,67 
8A (B) 4,5 15,66 6,16 8,00 8,75 27,33 43,16 - - 18,15 
12A (C) 10,75 21 ,33 23,58 23,83 24,08 32,42 - - 24,41 
Lact (O) 64,92 57,50 26,25 28,75 29,91 48,16 55,83 - 42,58 
Valores médios 42,31 37,94 37,62 41,22 52 ,24 62,75 12,29 45 ,68 
Os valores apresentados são a média de 3 repetiçOes 
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e 90% para a variação, respectivamente em Pediococcus e Lactobacillus. Ao contrário, o 
etanol foi o principal responsável pela variação em Leuconostoc, a sua contribuição foi de 
60% na estirpe 8A e 49% na estirpe ML34 (Quadros 26A e 27 A). LeuconoslOc apresentou 
o maior consumo de glicose, enquanto que em PediococClIs observámos valores 
intermédios e em LaclObaci/lus os valores mais baixos. 
A interacção estirpe x etanol foi altamente significativa CP < 0,001). À 
semelhança do que aconteceu com a taxa de crescimento o efeito estimulante do etanol no 
consumo da glicose foi significativamente menos assinalável nas espécies do género 
LaclObacillus e Pediococcus do que no género Leuconosloc. Não foram detectadas 
diferenças significativas no consumo de glicose entre as estirpes 8A e ML34. 
O pH inicial do meio de cultura condicionou de modo altamente significativo 
CP < 0,001) o consumo de glicose das várias estirpes estudadas. A pH 3,5 todas as 
estirpes apresentaram o menor consumo de glicose. Com o aumento do pH de 3,5 para 
4,0 houve um acréscimo na sua utilização em LeuconoslOc oenos. Porém, de pH 4,0 
para 4,5 o efeito foi mais reduzido, não sendo significativa a variação. Nas estirpes 48 e 
12A à medida que se aumentou o pH verificou-se um acréscimo altamente significativo 
CP < 0,001) no consumo da glicose, principalmente em Laclobacillus . Estes resultados 
são mais notórios de pH 3,5 para 4,0, uma vez que não houve consumo de açúcar por esta 
estirpe a pH 3,5. 
O efeito do etanol foi dependente do pH inicial de modo all2.mente significativo 
CP < 0,001). A pH 3,5, teores de etanol até 6% não afectaram significativamente a 
utilização de glicose. Para os restantes valores de pH houve um acréscimo gradual no 
consumo de açúcar para concentrações de etanol de 2 a 6% com o aumento do pH. 
A interacção estirpe x etanol x pH foi altamente significativa CP < 0,001). Nas 
estirpes 12A e 48 a pH 4,0 e 4,5 e nas estirpes ML34 e 8A a pH 3,5, o consumo de acúcar 
não foi significativamente diferente nos meios aos quais foram adicionadas percentagens 
em etanol de O a 8% e O a 6% respectivamente em Pediococcus e LeuConoSloC. Para 
valores de pH 4,0 e 4,5 o teor em glicose final foi mais reduzido para concentrações de 
etanol de 2 e 6%, quando comparados com o controlo. Nas estirpes ML34 e 8A o maior 
consumo de açúcares foi observado para concentrações de etanol de 2% e 6%. Como seria 
de prever, ao consumo máximo de glicose correspondeu a taxa de crescimento máxima. 
Para concentrações de etanol de 2, 4 e 6% não foram observadas diferenças significativas 
-51 -
s 
no teor da glicose final para valores de pH de 4,0 e 4,5. Observou-se consumo superior 
de açúcar nas estirpes 12A e 48 para valores de etanol de 2 e 4% respectivamente. 
Pela análise dos resultados, verificámos ainda a existência de diferenças 
significativas (P < 0,001) entre as médias da concentração em glicose final para vários 
níveis de pH. O consumo em açúcar pelas várias estirpes com pH 3,5 foi cerca de metade 
do consumo a pH 4,5 
c) Fase lag 
Os resultados obtidos estão apresentados no Quadro m - 1 e Fig(s) Ill-I e IlI-2 e 
as respectivas análises da variância (ANOVA) nos Quadros 11A, 12A, 13A, 14A e 15A. 
O pH inicial do meio de cultura, o etanol e as estirpes tiveram um efeito altamente 
significativo na variação da duração da fase lago Laclobacillus spp 48 foi a estirpe que 
apresentou uma fase lag mais prolongada, sendo significativamente diferentes das 
observadas nas espécies LeuconoslOc oenos e Pediococcus Mmnosus . Porém, não foram 
detectadas diferenças significativas na fase de latência das esrirpes BA e ML34 e 12A. 
O efeito do etanol variou em função do pH inicial do meio de cultura o que se 
rraduziu numa interacção altamente significativa entre os dois factores. Quando o pH 
inicial do meio de cultura foi 3,5 houve um aumento altamente significativo na duração da 
fase lag para concenrraçôes em etanol superiores a 6%, enquanto que a pH 4,0 e 4,5 só 
foram observadas diferenças significativas na fase de latência para valores de etanol iguais 
ou superiores a B%. 
As estirpes reagiram de modo significativamente diferente à presença de etanol 
(P < 0,001). Nas estirpes BA, 12A e ML34 a fase lag foi significativamente prolongada 
para valores em etanol superiores a 6%. Em LaclObaci/lus, a pH 4,0 houve um acréscimo 
da duração da fase de latência para as várias concentrações de etanol à excepção de 2%. A 
pH 4,5, valores em etanol até B% provocaram uma redução da fase lag, ao contrário do 
que aconteceu para as concenrrações superiores. 
O pH inicial do meio de cultura condicionou igualmente, a duração da fase lag, 
em todas as estirpes, mas de modo diverso, o que resultou numa interacção altamente 
significativa (P < 0,001) entre estes dois factores. À medida que aumentamos o pH, 
sobretudo de 3,5 para 4,0 verificamos um decréscimo na duração na fase de latência em 
todas as estirpes estudadas. O decréscimo foi mais significativo no género LacIObacillus 





Quadro III - 1. Valores médios da fase lag (h) das várias eslirpes, para vários níveis de etanol e pH. 
concentra<;ao em etanol %) 
Estirpe pH O 2 4 6 8 10 12 14 valores médios 
. ' 
Ml34 (A) 33 33 33 39 219 600 - - 159,50 
8A(S) 3 ,5 27 27 27 45 78 249 - - 75,50 
12A(C) 27 27 27 600 600 600 - - 318,50 
lact(D) 600 600 600 600 600 600 - - 600,00 , 
Ml34 (A) 21 21 21 27 99 387 - - 92,83 
I 8A(S) 4 ,0 18 18 18 27 45 147 - - 45,50 
12A (C) 18 18 18 18 33 78 - - 30,50 
lact (D) 198 198 270 336 450 600 - - 343,00 
Ml34 (A) 18 18 18 27 45 126 - - 41,83 
8A(S) 4,5 18 18 18 21 27 57 - - 26,67 
12A (C) 18 18 18 18 27 27 - - 20,33 
lact (D) 147 120 120 120 156 210 - - 149,33 
Valores médios 97 93 98,33 156,67 198,50 304,75 - - 158,125 
--_ .. -
- -- ----- --
L-___ 
Os valores apresentados sao a média ele 3 repetições 
As médias da mesma coluna a linha assinaladas com a mesma letra não sao signnicativamente diferentes entre si para P < 0,05 
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Fig. III - 2. Relação entre a fase /ag na presença da concentração x de etanol e a fase /ag na ausência de etanol (%) para as várias estirpes. a vários 




estirpe 48 não cresceu a pH 3,5, teve a pH 4,0 uma fase lag 3,03 vezes menor que a pH 
3,5 . As restantes estirpes tiveram um valor lcig apenas 1,6 e 1,5 vezes menor, embora de 
igual modo significativamente diferente do registado a pH 3,5. 
A resistência das várias estirpes ao etanol foi dependente do pH o que se traduziu 
numa interacção altamente significativa (P < 0,001) entre os três factores. A adição de 6, 
B e 10% aos meios de cultura com pH 3,5 foram suficientes para inibir o crescimento das 
estipes 12A, ML34 e BA, respectivamente. A estirpe 48 não cresceu a este nível de pH. A 
pH 4,0, a adição de 10% de etanol illibiu o crescimento da estirpe Lacwbacillus spp 4B, 
enquanto que as estirpes dos géneros LeuconosEOc oenos e Pediococcus damnosus foram 
inibidas somente por percentagens de 12%. A pH 4,5, só foi detectado crescimento da 
estirpe 48 na presença de 12% de etanol. 
À semelhança do que se verificou nas taxas específicas de crescimento, o pH 
teve um efeito mais significativo na variação da fase lag que a concentração de etanol nas 
estirpes de Pediococcus damnosus 12A e Lacwbacillus spp 4B, ao contrário do que se 
verificou nas estirpes de Leuconoswc oenos (Quadros 26A e 27 A). 
Observaram-se ainda diferenças significativas na duração média da fase lag entre 
as várias estirpes. A diferença máxima. verificou-se entre as médias das estirpes ML34 e 
4B e a miníma entre as médias das estirpes ML34 e 12A. 
d) Absorvância final a 600nm. 
Os resultados obtidos estão apresentados no Quadro IV-I e Fig(s) IV-I e IV-2 e 
as respectivas ANOVA nos Quadros 16A, 17A, 1BA ,19A e 20A (Anexo I). Os faclOres 
pH inicial do meio de cultura, as estirpes e o etanol tiveram um efeito altamente 
significativo (P < 0,001) na variação da densidade óptica final. Nas estirpes BA, ML34 o 
etanol foi o principal responsável pela variação. Em Lacwbacillus foi o pH o factor que 
mais contribuíu para a variação observada. No género Pediococcus, o pH e o etanol 
tiveram um papel semelhante na variação absorvância final a 600nm (Quadros 26A e 
27 A). A estirpe 4B foi a que apresentou a densidade óptica mais reduzida, Pediococcus 
apresentou valores intermédios e as estirpes ML34 e 8A os valores mais elevados e 
semelhantes entre si. 
As estirpes reagtram de modo significativamente diferente (P < 0,001) à 






Quadro IV· 1. Valores médios da absorvância final a 600nm (D.O), das várias estirpes, para vários níveis de etanol e pH . 
concentraçao em etanol (% 
Estirpe pH O 2 4 6 8 10 12 14 valores médios 
ML34 (A) 0,619 0,633 0,649 0,638 0,449 0,015 O O 0,3 75 
8A (B) . 3,5 0,617 0,651 0,642 0,598 0,499 0,233 O O 0,405 
12A(C) 0,312 0,277 0,157 0,042 0,038 O O O 0,1 01 
Lact(D) O O O O O O O O O 
ML34 (A) 0,787 0,824 0,827 0,826 0,602 0,438 O O 0,538 
8A(B) 4,0 0,811 0,802 0.755 0,750 0,454 0,464 0,007 O 0,506 
12A (C) 0,530 0,444 0,433 0,390 0,335 0,170 O O 0,289 
Lact (D) 0,242 0,365 0,332 0,414 0,359 0,012 0,010 O 0,2 17 
ML34 (A) 0,787 0,824 0,827 0,826 0,640 0,506 O O 0,551 
8A (B) 4,5 0,854 0,854 0,854 0,818 0.555 0 ,396 O O 0,541 
12A (e) 0,735 0,687 0,62 1 0,619 0,486 0,438 0,345 O 0,491 
Lact (D) 0,275 0,447 0,460 0,456 0,415 0,362 0,300 O 0,337 
Valores médios 0,547 0,565 0,546 0,531 0,403 0,253 0,056 O 0,363 
i 
Os valores apresentados 51\0 a média de 3 repetições 
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várias estirpes, a vários níveis de pH. 
-significativas na absorvância final a 600nm para percentagens em etanol até 6%. Para 
valores superiores observámos um decréscimo progressivo na densidade óptica à medida 
que aumentamos a concentração em etanol. A produção de biomassa na estirpe 48 foi 
similar ao da taxa específica de crescimento, foi máxima para concentrações em etanol 
entre 2 e 8% ou 2 e 12% respectivamente a pH 4,0 e 4,5. Para teores em etanol superiores 
houve um decréscimo alt.amente significativo na absorvância final a 600nm. Na estirpe 
12A, à medida que aumentámos a quantidade de etanol foi observada uma diminuição na 
densidade óptica porém, o decréscimo foi mais acentuado para valores de etanol iguais ou 
superiores a 6%. 
o efeito do etanol foi dependente do pH inicial de meio de cultura, o que 
conduziu a uma interacção altamente significativa (P < 0,001) entre estes dois factores. 
Verificou-se um acréscimo na absorvância final a 600nm com a subida do pH, sendo o 
acréscimo variável com o género. Em Pediococcus e em Leuconostoc o acréscimo foi 
mais acentuado do que em Lacrobacillus. Nas estirpes ML34 e 8A não houve diferenças 
assinaláveis na absorvância final a 600nm para valores de pH 4,0 e 4,5, no entanto a 
densidade óptica a pH 3,5 foi significativamente diferente da observada para os restantes 
valores de pH. Os decréscimos observ~dos nas várias estirpes com a diminuição do pH 
de 4,0 para 3,5 foram altamente significativos, sobretudo na estirpe 48. 
A resposta das estirpes variou ainda de modo altamente significativo 
(P < 0,001 ) em função do etanol adicionado ao meio de cultura, para os vários níveis de 
pH. Esta interacção ficou a dever-se principalmente à estirpe 48 , pois como já foi 
referido, o seu crescimento foi totalmente inibido a pH 3,5 na presença e ausência de 
etanol. 
Não houve diferenças significativas entre as médias da densidade óptica nas 
estirpes 12A e 48 . Porém, as médias da absorvância final a 600nm a pH 4,0 e 4,5 das 
várias estirpes foram significativamente diferentes. 
e) pH final 
No Quadro V- I e Fig(s) V-I, V-2 apresentamos os resultados dos valores do 
pH final do meio de cultura, as análises da variância são apresentadas nos Quadros 21 A, 
22A, 23A, 24A e 25A. Da análise dos resultados obtidos, observamos que, à semelhança 




Quadro V -1 . Valores médios do pH final das várias estirpes, para vários níveis de etanol e pH. 
concentr<lÇao em etanol (%) 
Estirpe pH O 2 4 6 8 10 12 14 valores médios 
ML34 (A) 3,46 3,47 3,50 3 ,53 3,61 3 ,70 - - 3,54 
8A (8) 3,5 3,53 3,54 3,58 3,62 3,68 3 ,76 - - 3,62 
12A(C) 3,59 3,58 3 ,72 3,77 3,80 3 ,80 - - 3,73 
Lact(O) 3,51 3 ,52 3,55 3,56 3,57 3,61 - - 3,55 
ML34 (A) 3,68 3,69 3,74 3,75 3,85 3,89 - - 3 ,77 
8A(8) 4,0 3,69 3,70 3,73 3,76 3,82 3,86 - - 3,77 
12A (C) 3,60 3,60 3,65 3,70 3,79 3 ,95 - - 3 ,71 
Lact (O) 3,83 3 ,86 3,91 3,96 4,03 4,05 - - 3,94 
ML34 (A) 3,88 3,90 3,91 3,93 4,03 4,14 - - 3,97 
8A (8) 4 ,5 3,79 3,77 3,83 3,82 3,84 3 ,92 - - 3 ,83 
12A (C) 3 ,62 3 ,64 3,65 3,70 3,78 3,87 - - 3,71 
Lact (O) 4,03 4,05 4,05 4 ,06 4,14 4 ,16 - - 4,08 
Valores médios 3,68 3,69 3,73 3,76 3,83 3,90 - - 3,770 
Os valores apresentados sao a média de 3 repetiçOes 
As médias da mesma linha e coluna assinaladas com a mesma letra nao sao sign~icativamente diferentes para P < 0,05 
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cultura, as estirpes e o etanol tiveram um efeito altamente significativo (P < 0,001) na 
variação do pH final, que , de algum modo, está relacionado com a produção de ácido 
láctico pelas bactérias. Em todas as estirpes analisadas, o pH inicial do meio de cultura 
leve um efeito mais significativo na variação observada do que teve o etanol. A 
contribuição foi variável com a estirpe. A variação do pH final dos meios de cultura 
inoculados com as estirpes 12A e 48 foi significativamente mais afectada pelo pH inicial 
do que com as estirpes ML34 e SA {Quadros 26A e 27 A). 
O efeito do etanol foi dependente do pH inicial do meio de cultura o que se 
traduziu numa interacção altamente significativa (P < 0,001). Nas estirpes 8A e ML34, 
quando o pH inicial do meio de cultura foi 3,5 verificou-se um acréscimo no pH final. 
Para valores de pH superiores à medida que aumentou o pH inicial houve uma redução no 
pH final. Em LaclObacillus e Pediococcus observou-se um decréscimo gradual no pH 
com o aumento do pH inicial. Esta interacção conoibuíu mais significativamente para a 
variação do pH do que as outras interacções estudadas. 
A interacção estirpe x álcool foi altamente significativa (P < 0,001 l, o que quer 
dizer que as estirpes se componaram de maneira diferente na presença do etanol. Na 
realidade, a redução do pH inicial foi mais significativa na estirpe 12A, na qual, como 
homofermentativa, se observou uma diminuição mais acentuada do que nas estirpes 
heterofermentativas 8A, ML34 e 48. 
O efeito do etanol sobre o pH final do meio de cultura foi não só dependente da 
estirpe mas também do pH inicial, o que conduziu a uma interacção altamente significativa 
(P < 0,001) entre os três factores. Quando o pH inicial do meio de cultura foi 3,5 nas 
estirpes do género LeuconoslOc só houve alteração no pH para concentrações em etanol 
superiores a 6%, nos géneros Laclobacillus e Pediococcus houve um acréscimo do pH 
nos meios de cul tura com e sem adição de etanol. Além disso, o etanol provocou uma 
subida do pH dos meios de cultura, em todas as estirpes, quando o pH inicial foi de 4,0 e 
4,5. 
f) Coeficiente de rendimento em biomassa 
Os resultados obtidos são apresentados no Quadro VI-l e Fig. VI-I. Da análise 
dos resultados observamos que, as duas estirpes de Leuconosroc oenos estudadas 
apresentam os mais baixos rendimentos a pH 3,5. À medida que se aumentou o pH de 3,5 
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Quadro VI ·1. Valores do coeficiente de redimento em bimassa (%), das várias estirpes, para vários nfveis de etanol 9 pH . 
pH 3,5 pH 4,0 pH 4,5 
enlanol(%) 
O 2 4 6 8 10 12 O , 2 4 6 8 10 12 O 2 4 6 8 10 12 
Eslirpe 
B; 8A 41,00 47,00 49,00 38,00 8,00 8,00 - 62,20 65,00 50,00 31,00 25,00 11,00 - 69,00 67,00 52,00 35,00 34,00 9,00 -
I 
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-para 4,0 houve um acréscimo muito significativo para depois diminuir de intensidade 
quando o pH passou de 4,0 para 4,5. Isto é, a pH 4,0 o rendimento foi 1,79 e 1,52 vezes 
maior que a pH 3,5, respectivamente na estirpe ML34 e sA. A variação dos rendimentos a 
pH 4,0 e 4,5 não foi significativa em ambas as estirpes. 
g) Produtos resultantes do metabolismo 
Nos Quadros VII-I, VIIl-I e IX-I apresentamos os valores médios de açúcar e 
de ácidos presentes nos meios de cultura inoculados com as várias estirpes. As estirpes 
foram inoculadas (1%) nos vários meios de cultura tendo sido o seu crescimento avaliado 
por turbidimetria a 600nm. Após 45 dias de incubação a 25°C, as células foram 
removidas por filtração e o filtrado foi congelado até à altura em que se procedeu à sua 
análise por HPLC. 
De acordo com os resultados obtidos em todas as estirpes estudadas houve um 
acréscimo na utilização dos açúcares e concomitantemente na produção de ácido láctico, 
com o incremento de 0,5 unidades de pH. Porém, este aumento foi mais significativo na 
passagem de pH 3,5 para 4,0. 
Na estirpe 12A o consumo máximo de açúcar foi observado no controlo (0% de 
etanol), não tendo sido detectadas porém diferenças significativas na produção de ácido 
láctico. Para teores de etanol de 10% houve um decréscimo acentuado no consumo de 
açúcares e na formação de ácido láctico. Nas estirpes sA e ML34 a pH 3,5, não houve 
diferenças assinaláveis na utilização dos açúcares nem na produção de lactato nos meios 
de cultura sem ou com 2% de etanol. A pH 4,0 e 4,5 observamos, o maior consumo de 
açúcares e a produção máxima de lactato, para valores de 2% de etanol. Todavia, à medida 
que se aumentou a concentração em etanol observou-se um decréscimo na utilização dos 
açúcares e na formação do lactato. Verificámos ainda que, as estirpes do género 
Leuconosloc oenos metabolizaram totalmente o ácido cítrico adicionado ao meio de 
cultura, para todos os níveis de pH e na presença ou ausência de etanol. A produção de 
ácido acético não foi significativamente diferente para os vários níveis de pH e teores de 
etanol estudados. Todavia, um ligeiro acréscimo para percentagens 2-4%, principalmente 







Quadro VII-l . Concentraç1\o dos produtos finais obtidos na estirpe ML34 (~.uTlOlesllll-l) 
pH 3,5 pH 4,0 
Etanol (%) 
O 2 6 O 2 10 
Metabomos 
Cítrico a) a) a) a) a) a) 
Açúcares (Glu+Fru) 0,744 0, 712 0,819 0,710 0,6 14 0 ,871 
Málico a) a) a) a) a) a) 
Sucinico a) a) a) a) a) a) 
Lactico 0,603 0,581 0,344 0,605 0,634 0,350 
Acético 0,130 0,140 0,142 0,153 0,123 0,130 
Etanol b) b) b) b) b) b) 
a) não detectado 





a) a) a) 
0,706 0,532 0,860 
a) a) a) 
a) a) a) 
0,635 0,684 0,382 ! 
I 
0,141 0,150 0,141 





Quadro VIII-1. Concentraçilo dos produtos finais obtidos na estirpe 6A h.lmoleS/IlI-1) 
pH 3,5 pH 4,0 
Etanol (%) 
O 2 6 O 2 10 
Metabolitos 
Cítrico a) a) a) a) a) a) 
Açucares (Glu+Fru) 0,745 0,725 0,600 0,620 0,655 0 ,662 
Málico a) a) a) a) a) a) 
Sucinico a) a) a) a) a) a) 
Lactico 0,600 0,592 0,321 0,600 0,630 0,325 
Acético 0,140 0,142 0,132 0,152 0,133 0 ,126 
Etanol b) b) b) b) b) b) 
a) nilo detectado 
b) Mo analisado 
, 
pH 4,5 
O 2 10 
a) a) a) 
0,715 0,600 0,672 
a) a) a) 
a) a) a) 
0,620 0,642 0,371 
0,150 0,142 0,139 
b) b) b) 
Quadro IX- l . Concenlraç~o dos produlos li na is obl idos na eslirpe1 2A (~molesl~l-l) 
pH 3,5 pH 4,0 . pH 4,5 
Elanol (%) 
O 2 6 O 2 10 O 2 10 
Metabolitos 
Cít rico 0,070 0 ,070 0,077 0,070 0,075 0,076 0,075 0,076 0,074 
Açúcares (Glu+Fru) 0,702 0,701 0,884 0, 676 0,538 0,862 0,604 0,506 0,945 
~ Málico a) a) a) a) a) a) a) a) a) 
I 
Sucinico a) a) a) a) a) a) a) a) a) 
Laclico 0,440 0,446 a) 0,595 0,598 a) 0,687 0,688 0,300 
Acético a) a) a) a) a) a) a) a) 0,139 
I 
, 
Etanol b) b) b) b) b) b) b) b) b) 
I 
a) n~o detectado 
b) n~o analisado 
ps 
Adicionalmente observámos que, a quantidade de ácido lácti co produzido pela 
estirpe 12A foi expressivamente superior à da s restan tes estirpes, o que parece lógico na 
medida em que os Pediococcus são homofermentativos. 
3,1.2 - Efeito do Etanol e do Estado Fi siológico das Células na Velocidade de 
Degradaç.ão do Ácido L-málico. 
Resultados obtidos estão apresentados nos Quadros X-I e Xl-l e nas Fig(s) 
VI-l e VII-I. Da análise .dos resultados, parece-nos importante salientar, que quando 
adicionámos concentrações em ácido L-málico de 0,1 e 0,5% aos meios de cultura com pH 
3,5 depois da população bacteriana ter atingido o crescimento máximo, o ácido L-málico 
foi completamente metabolizado e a velocidade de degradação não foi afectada a não ser 
para teores em etanol iguais a 15%. Porém, quando a percentagem de maiato foi de 0,75% 
verificámos que, à medida que se aumentou o teor em etanol houve um descréscimo 
significativo na velocidade de degradação. Nos meios de cultura com 15% não foi 
detectada a descarboxilação do ácido L-máli co e nos meios com 10% de etanol a 
degradação foi parcial para valores de pH 3,5. A pH 4,0 a velocidade de descarboxilação 
do ácido L-mál ico (0,1; 0,5 e 0,75) não foi afectada pelo etanol. 
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Quadro X. Tempo necessário para a degradaç!\o do ácido L-málico (h) pela eslirpe ML34, para vários niveis de etanol e pH. 
Concentraç!\o em Corcentra<;!\o de e1arol (%) 
ácido málico (%) pH 
O 5 10 15 
0,10 3,5 312 312 312 a) 
4,0 72 72 72 72 
;j 
I 
0,50 3,5 312 312 312 a) 
4,0 72 72 72 72 
0,75 3,5 312 336 b) a) 
- I 
4,0 96 96 96 96 
--- -- - -
a) Noo foi degradado ao fim de BBO horas (45 dias). 
b) Degradado parcialmente ao fim de 880 horas (45 dias). 
Quadro XI. Tempo necessário para a degradaçao do ácido L-málico (h) pela estirpe 8A, para vários níveis de etanol e pH . 
Concentraçao em Concentraca< de etanol (%) 
ácído málíco (%) pH 
O 5 10 15 
~ 3 ,5 168 3 12 b) a) 
I 0 ,75 
4,0 96 96 96 96 
------ - ---- -- ------
._-
--- - - - --- -
a) N1!o foi degradado ao fim de 880 horas (45 dias) . 
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4 - DIS CUSS,-\O 
Ao es tudar-se o efeito do etanol na cinética de crescimento de estirpes de 
bactérias lácticas dos vinhos, pretendeu-se avaliar até que ponlO a concentração de etanol 
poderia condicionar, para vários níveis de pH do meio de cultura, a acção destas bactérias 
nos vinhos, quer do ponto de vista positivo, como agentes da fermentação maloláctica , 
quer do ponto de vista negativo, como agentes de doença. 
Os resultados obtidos demcnstraram que o pH inicial e a concentração de etanol 
do meio de cultura são fac tores decisivos no conrrolo da actividade microbiana, afectando 
de modo altamente significativo a taxa específica de crescimento, o consumo de glicose, a 
absorvância fin al, a duração da fase lag e o pH final do meio de cultura, ainda que tenham 
tido pouca influência na natureza e teor dos produlOs secundários da ferm entação 
maloláctica. 
De acordo com o que é geralmente referido na literatura (BOUBOURAS e KUNKEE, 
1971; LIU e GALLANDER , 1983; DAVIS el ai., 1985; MENDES FAIA, 1987), o efeito do pH 
afeclOu profundamente a actividade das estirpes estudad as , confirmando-se que 
Leuconostoc oenos é mais ac idotolerante que Pediococcus damnosus e este , por sua vez, 
mais acidotolerante que Laclocillus spp. Este facto justifica que LeuconoslOc oenos seja 
identificado como o principal agente da fermentação maloláctica e Pediococcus damnosus 
e Laclobacillus spp como agentes de alteração dos vinhos panicularmente os de pH 
elevado. 
O facto de Leuconosloc 0 0105 ser mai s tolerante a valores baixos de pH do que 
as restantes espécies estudadas, justifica que a acção do etanol na variação dos parâmetros 
estudados tenha sido superior à acção do pH, ao con trário do verificado em Pediococcus 
damnosus e LaclObacillus spp. 
Os mecanismos de resi stência das bactérias lácticas dos vinhos ao pH tem sido 
muito pouco estudados, não tendo nós conhecimenlO de nenhuma referência, para além de 
MENDES FAtA (1987) onde seja adiantada qualquer hipótese explicativa. Tal assunto tem 
sido no entanto estudado em bactérias lácticas dos leites e da boca (KASHKET, 1987) dada a 
importância que assumem nos processos ferment ativos e na cariogénese, respectivamente. 
Entre as bactérias lácticas responsáveis pela acidificação dos produtos lácticos, sabe-se 
que o género StreplOcOccUS é menos acidotolerante que o género LaclObacillus, embora 
tanto num caso como noutro o efeito do pH permita a actividade fermentativa para valores 
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inferiores áqueles a que cessa o crescimento (KASHKET, 1987). Os nossos resultados 
também mostraram um componamento análogo das bactérias dos vinhos, pois verificou-
-se um abaixamento do pH final do meio de cultura (devido provavelmente, à produção de 
ácido láctico) a valores de pH em que já não houve crescimento (c.r. Figs. ]-1 e V-]). 
CROW e THOMAS (1982) verificaram que algumas estirpes de SIrcptncoccus 
podem adaptar-se a valores baixos de pH através da fermentação da arginina , pois a 
amónia resultante dessa fermentação, ao fazer subir ligeiramente o pH extracelular, 
prolonga por mais tempo a sua actividade metabólica. KUENSCH et ai. (1974) verificaram 
este fenómeno em vinhos com Leuconostoc oenos, pelo que será de admitir que tal facto 
contribua para a sua acidoterância. 
É geralmente aceite, contudo, que a resistência das bactérias ao pH do meio se 
deve, fundamentalmente, à sua capacidade para manterem constante o pH intracelular, o 
qual se deve à regulação dos sistemas de transporte de iões (BOOTH, 1985) e, 
consequentemente, ao "steady-state" que se estabelece entre a geração e a dissipação de 
um gradiente de protões. A actividade dissipadora desse gradiente de protões através de 
agentes protonóforos e caotróficos (KASHKET, 1987), poderá explicar a maior 
sensibilidade das estirpes por nós estudadas na presença de elevadas concentrações de 
etanol. 
No nosso trabalho ao contrário do observado por outroS autores (BOU80URAS e 
KUNKEE, 1971; LIU e GALLANDER , 1983; DAVIS et ai., 1985; MENDES FAIA, 1987) 
verificamos ainda, que a estirpe Lactobacil/us spp 48 teve taxas específicas de 
crescimento relativamente reduzidas e a duração da fase lag foi significativamente 
prolongada. Pelo que podemos dizer que nem todas as espécies de Lacrobacillus têm um 
crescimento mais rápido que Leuconosroc e Pediococcus como foi referido por RIBEREAU-
-GAYON et al.(1975). Será contudo necessário realçar, que esta estirpe, ao contrário de 
todas as outras referidas na literatura citada, não foi isolada de vinhos de mesa mas sim de 
um vinho licoroso. 
Dos resultados obtidos o mais significativo diz respeito à acção estimulante que o 
etanol exerceu, a baixas e médias concentrações (2-8%), sobre todos os parâmetros das 
estirpes estudadas. Ao contrário do que seria de esperar, a acção do etanol sobre as 
bactérias lácticas é um assunto muito pouco estudado e, tanto quanto sabemos, nunca 
abordado em termos de efeitos sobre a cinética de crescimento. KING e BEELMAN (1986) 
referem que teores de etanol de 1,5 a 3% estimulam o crescimento das bactérias lácticas 
dos vinhos, conduzindo a biomassas finais superiores às encontradas em meios sem 
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etanol. Consideram, todav ia, que o ctonol tem um efeito fortemente repressivo para 
concentrações superi ores a 6%, fa cto que nós só verificamos, apenas para as estirpes de 
Pediococcus damnosus e LaclObacilIus spp a pH 3,5. A grande exigência das bactérias 
lácticas em temlOS nutricionais poder:í explicar, em parte , tal discrepância , poi s os meios 
de cultura utilizados nos estudos de crescimento terão concerteza grande importância. 
Se o efeito estimulante do etanol já de si foi inesperado, atendendo às 
concentrações a que se verificou, mais surpreendente se torna se considerarmos a sua 
acção sobre a absorvâncra final produzida e sobre o coeficiente de rendimento. Com 
efeito, RADLER e HARTEL (1984) afirmaram que o etanol não é metabolizavel pelas bactéria 
lácticas, embora possa ser produ zido, ainda que em baixas concentrações, por bactérias 
heterofermentativas (KANDLER, 1983). Ainda que seja merame.nte especulativa qualquer 
explicação para os resultados obtidos, é de considerar a hipótese do etanol poder a 
exemplo do que aconteceu com as leveduras (van UDEN , 1985) e outros microrganismos 
(INGRAM e BUTTKE, 1984), actuar a nível da membrana, estimulando o influxo de glicose 
(não verificado em leveduras) ou o efluxo de metabolitos capazes de acidificar o pH 
intracelular. 
O fac to de se ter, usado por força das exigências nutricionais das bactérias 
lácticas, um meio de cultura complexo, torna possível a hipótese de ter havido consumo 
de outro nutrientes como fonte de energia e por conseguinte, uma avaliação por defeito do 
coeficiente de rendimento em biomassa. Contudo, a análise cromatográfica dos produtos 
de fermentação não faz supor tal facto pois sómente a estirpe de Pediococcus damnosus 
utilizou o citrato, presente no meio em concentração muito baixa. 
Do ponto de vista prático, o efeito estimulante do etanol poderá ter grande 
significado, não só por poder vir a ser utilizado na formulação de meios de cultura para 
isolamento e crescimento rápido de bactérias lácticas, mas também por poder ser 
importante na multiplicação de fermentos. No caso concreto das estirpes de LeuconoslOC 
oenos, o grande efeito estimulante do etanol, associado à elevada resistência ao pH 
poderá, vir a ser aprovei tado para a formulação de meios de cultura selectivos para o 
isolamento desta espécie apartir de vinhos, particularmente moroso com os meios 
vulgarmente utilizados. 
Por outro lado, tal como já foi referido, o efeito do pH em LaclObacillus foi 
significativamente maior que o do etanol o que nos leva a concluir que a estabilização dos 
vinhos licorosos exige a redução do pH para valores iguais e inferiores a 3,5. 
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Ao es tudar-se a velocidade de degradação do ácido L-málico por células de 
Le/lcm/(I.HoC OCl105 na presen~'a e ausência de 5% de etanol, pretendeu- se avaliar até que 
ponto o álcool poderia influenciar o estado de adaptação das células ao meio, e deste 
modo, ser detcnninante na preparação de fennentos para a realização da fennentação 
maloláctica. Assim, num meio de cultura TGB com 5% de etanol inoculou- se uma 
popllla~'ão microbiana em fase exponencial de crescimento. Quando os microrganismos 
atingiram o crscimento máximo, adicionamos várias doses de etanol e de ácido L-málico 
de modo a que a concentração final nos vários tubos fosse de O; 5; 10 e 15% de etanol e 
O; 1; 0,5 e 0,75% de ácido L-málico. Neste ensaio, verificámos que a velocidade de 
degradação do ácido m:ílico foi dependente do pH, da concentração de ácido adicionado e 
do teor em etanol. A pH 4,0 o ácido málico foi totalmente descarboxilado, mesmo quando 
a sua concenrração foi de 0,75% e o teor em etanol de 15%. No meio de cultura com pH 
3,5 e 15% de etanol, a degradação do ácido málico (0,75%) não foi observada até 45 dias. 
Até mesmo com 10% de etanol a utilização do ácido (0,5%) não foi completa. Observámos 
também uma redução substâncial no número de células viáveis com adição de etanol, 
particularmente quando a concentração final de álcool foi de 15%, para os dois níveis de 
pH estudados. Porém, o decrésc imo da população bacteriana foi bastante mais elevado a 
pH 3,5. Estes resultados estão de acordo, com as observações de RICE e MATIICK (1970) 
nos vinhos. Segundo os autores, a descarboxilação do ácido málico só se inicia quando a 
população é da ordem de 106 célu las 011- 1. A pH 3,5, foi detectado um acréscimo 
assinalável no tempo necess ário à degradação do ácido à medida que se aumentou a sua 
concentração e o teor de etanol do meio de cultura. Estes resultados levam-nos a concluir, 
em primeiro lugar, que a actividade da enzima maloláctica é inibida pelo etanol confonne 
já foi observado por LAFON-LAFOURCADE (1975). Além disso, podem confimlar de algum 
modo a hipótese fonnulada por MENDES FAIA (1987): isto é quanto mais baixo é o pH do 
meio, maior é a quantidade de ácido sob a fonna diprotonada, o que facilita a sua entrada 
para o interior da célula. O efeito desacoplador do ácido é, segundo a autora, diminuido 
pela ocorrência da fennentação maloláctica No entanto, uma vez que a enzima maloláctica 
é inibida pelo etanol, a sua actividade não é suficiente para eliminar o efeito desacoplador 
do ácido málico. Como se sabe, os microrganismos que vivem em ambientes ácidos tem 
de manter de igual modo o pH intracelular próximo da neutralidade o que é atingido pelo 
efluxo de metabolitos ou pela utilização de A TP, o que explica o crescimento lento destas 
espécies em meios com valores reduzidos de pH. 
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5 - CONCLUSÜES 
a) O pH e a concentração em etanol do meio de cultura afectamm de modo 
altamente significativo as taxas de crescimento (h-1), a biomassa final, a 
duração da fase de latência e o pH final do meio de cultura das várias 
estirpes bacterianas. Todavia, o efeito global do etanol foi 
significativamente repressivo do crescimento em todas as estirpes. 
b) O etanol teve com efeito estimulante ou repressivo, dependendo da sua 
concentração, do pH do meio de culrura e da estirpe. 
c) A acção estimulante do etanol (2-4%) nas taxas d~ crescimento fez-se sentir 
com maior intensidade em LeuconoslOc oenos, principalmente na estirpe 
ML34' para valores de pH 3,5_ Não foi, no entanto, observado aumento no 
consumo em glicose, na densidade óptica nem na produção de ácido 
láctico. 
d) Na estirpe do género Pedíococcus na au sência de etanol e no género 
La clObaci/lus na presença de percentagens de 2-4%, verificou-se um 
aumento na densidade óptica, resultante provavelmente do maior consumo 
de açúcares. 
e) A duração da fase lag não foi afectada pelo etanol a não ser para valores 
iguais ou superiores a 6%. 
f) Em todas as estirpes estudadas, mas de modo diverso, o aumento do pH, 
sobretudo de 3,5 para 4,0, conduziu a maior utilização dos açúcares e a um 
acréscimo na biomassa fmal. 
g) O ácido citrico não foi metabolizado pela estirpe do género Pediococcus, 
não tendo sido afectado, conrudo, o crescimento bacteriano. 
h) Leuconostoc oenos metabolizaram totalmente o ácido citrico com produção 
de ácido láctico e acético. 
i) A presensa de etanol não afectou qualitativamente os metabolitos 
produzidos pelas várias estirpes. 
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j) A descarboxilação do ácido L-m:ílico não foi afetad a pela prese nça de 
etanol no meio de cultura a pH 4,0. Tendo sido fonemenle inibida a pH 3,5 
para valores de etanol superiores ou iguais a 10%. 
I) Os resultados obtidos sugerem que a adição de etanol (2 - 4%) e a redução 
de pH do meio de cultura podem ser condições selectivas para o 
cresc imento do Leuconosloc oenos. 
m) Podemos ainda dizer que a estabilização microbiológica dos vinhos 
Jicorosos se consegue reduzindo o pH para valores iguais ou inferiores a 
3 ,5. 
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Análise da variância das taxas de crescimento, do teor em glicose residual, da fase lag, da 
densidade óptica, em função da adição de etanol e do pH . 
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QuadraI A. Análise da variância das taxas específicas de crescimento das várias 





Estirpe x álcool 
pH 
Estirpe x pH 
Álcool xpH 






















0,012 416,109 * * * 
0,042 1425,577 * * * 
1,807E-3 61,632 * * * 
0,06 2042,707 * * * 
2,nOE-3 92,791 * * * 
2,358E-3 80,447 * * * 
3,6483E-4 12,446 * • * 
2,9312E-5 
-Quadro 2 A. Análise da variância da taxa específica de crescimento da es tirpe 





Álcool x pH 
Erro 






0,020 605,685 * * * 
4,467E-3 138,636 * * * 
5161E-4 16,017*** 
3,2222E-4 
Quadro 3 A. Análise da variância da taxa específica de crescimento da estirpe 



















O,ülS 309,079 * * * 
0,ül0 199,243*** 
6,623E-4 13,546 * * * 
4,8889E-5 
• 
Quadro 4 A. Análi se da variância da taxa específica de cresciemnto da estirpe 












S.Q. Q.M F 
0,071 0,üI0 614,191 *** 
0,060 0,030 1831,173·· • 
0,19 1,359E-3 82,343 • • • 
7,920E-4 1,6500E-5 
Quadro 5 A. Análise da variância da taxa específica de crescimento da estirpe 












S.Q. Q.M F 
0,071 2,446E-3 124,537 • • • 
0,047 0,024 1202,428 • • * 




Quadro 6 A. Análise da variância do teor de glicose residual das várias estirpes, 





Estirpe x álcool 
pH 
Estirpe x pH 
Álcool xpH 











S.Q. Q.M F 
1184630,151 39543,384 5208,845 * * * 
17660,328 3532,066 465,261 * * * 
7204,47 480,298 63,267 * * * 
75008,115 37504,058 4940,215 * * * 
32678,98 5446,497 717,439 * * * 
3314,805 331,48 43,664 * * * 
- 8112,926 270,431 35,622 * * * 
1093,188 7,592 
-99-
Quadro 7 A. Análise da variância dos teores de glicose residual da estirpe ML34. 












S.Q. Q.M F 
1804,392 2608,278 429,191 * * * 
7199,712 3599,856 592,354 * * • 
2751,039 275,104 45,268 • * • 
218,779 6,077 
Quadro 8 A. Análise da variância do teore de glicose residual da estirpe 8A, para 



















1286,147 129,451 * • • 
503,384 50,666 • • • 
168,234 16,933 • • • 
9,935 
Quadro 9 A. Análise da variância do teore de glicose residual da esti'1le 12A, 





Álcool x pH 
Erro 






686,957 124,24 • • • 
14009,991 2583 ,594 • • • 
158,453 28,657 * • * 
5,529 
Quadro 10 A. Análise da variância do teore de glicose residual da estirpe 48, 





Álcool x pH 
Erro 
g. I S .Q. 
5 1958,009 





391,602 44,279 • • * 
35730,542 4040,116 • • • 
540,842 61,154·· • 
8,844 
Quadro II A. Análi se da variância dos valores médios da fase lag das várias 





Estirpe x álcool 
pH 
Estirpe x pH 
Álcool x pH 






















1066832,264 23533,065 * * * 
249294,175 5499,136 * * * 
28826,797 635,885 * * * 
979389,5 21604,18 * * * 
1697 12,056 3734,648 * * * 
46983 1036,39 * * * 
33334,889 735,328 * * * 
45,333 
Quadro 12 A. Análi se da variância dos valores médios da fase lag da estirpe 













167839,767 1117,69 * * * 
62672,667 417,354 * * * 
26230,867 174,678 * * * 
150,167 
Quadro J 3 A. Análi se da variância dos valores médios da fase lag da estirpe 














23570,267 2828,32 * * * 
10918,167 13101,8*** 
3876,167 4651,4 * * * 
0,833 
Quadro 14 A. Análi se da variância dos valores médios da fase lag da estirpe 





Álcool x pH 
Erro 
g. I S.Q 
5 550115,333 




110023,067 4926,406 * * * 
494966,167 22162,664 * * * 
94464,767 4229,766* * * 
22,333 
Quadro 15 A. Análi se da v~ância dos valores médios da fase lag da estirpe 





Álcool x pH 
Erro 
g. I S.Q Q.M F 
5 171707,333 34341,467 4292,683 * • • 
2 1839937,333 919968,667 114996,083" * 
10 224158,667 22415,867 2801,983* • • 
36 288 8 
- 104-
Quadro 16 A. Análise da variância dos valores médios da absorvância final, 
das várias estirpes, para vários níveis de etanol e pH. 
Fonte de 
variação . g. I 
Estirpe 3 
Álcool 7 
Esúrpe x álcool 21 
Estirpe x pH 2 
Estirpe x álcool 6 
Álcool x pH 14 
Estirpe x álcool x pH 42 
Erro 192 
S.Q Q.M F 
4,822 1,607 2080,264 • • • 
13,561 1.937 2507,116 * * * 
3,197 0,152 197,018 • * * 
3,328 1,664 2153,645 * * * 
0,601 0,100 129,53 * * * 
0,796 0,057 73,559 • * * 
0,563 0,130 17,345 * * * 
0,148 7,727E-4 
-105-
-Quadro 17 A. Análise da variância dos valores médios da absorvância final da 












S .Q. Q.M F 
7,178 1,025 1264,423 * * * 
0,461 0 ,230 283,9 * * * 
0,289 0 ,02 1 25,467* * * 
0,039 8,llOE-4 
Quadro 18 A. Análise da varjância dos valores médios da absorvância final, da 












S.Q. Q.M F 
6 ,886 0,984 1450,284 * * * 
0,240' 0,120 174,947 * * * 
0,166 0 ,012 17,513* * * 
0,033 6,784E-4 
-106-
Quadro 21 A. Análi se da variância dos valores médios do pH final do meio de 





Estirpe x álcool 
pH 
Estirpe x pH 
Álcool xpH 











S.Q Q.M F 
0,616 0,205 397,029 * * * 
0,297 0,259 501,351*** 
0,108 7,199E-3 13,909 * * * 
3,057 1,528 2952,687 * * * 
1,693 0,282 545,094 * * * 
0,02 8 2,788E-3 5,386 * * " 
0,061 2,040E-3 3,942 * * * 
0,075 5,176E-4 
-108-
Quadro 22 A. Análise da variáncia dos valores médios do pH final do meio de 












S.Q Q.M F 
0,071 0,10 614,191 * * * 
0,060 0,030 183,173*** 
0,019 1,359E-3 82,343 * * * 
7,920E-4 1,6500E-5 
Quadro 23 A. Análise da villJância dos valores médios do pH final do meio de 












S.Q Q.M F 
0,233 0,047 127,011 * * * 
0,416 0,208 567,157 * * • 
0,019 1,862E-3 5,087 * * * 
0,013 3,6667E-4 
-109-
Quadro 24 A. Análise da variância dos valores médios do pH final do meio de 













0,105 122,151 * * * 
6,8519E-5 0,08 * * * 
6,286E-3 7,3 * * * 
8,611E-4 
Quadro 2S A. Análise da v~ância dos valores médios do pH final do meio de 












S.Q Q.M F 
0,152 0,03 64,949 * * * 
2,70 1,35 288 1,47* *· 
0,029 2,882E-3 6,152 * • • 
0,017 4 ,6852E-4 
-110-
Quadro 26 A. Variâncias esperadas da taxa específica de crescimento, do teor 
de glicose residual, da fase lag, da absorvância final e do pH 
final, para várias estirpes e níveis de pH . 
.Ycspeiada (%) .Yespernda 
Estirpe laXa ae consumo 
crescimento glicose 
ML34 26,32 34,16 
8A 19,58 11 ,82 
12A 45,10 85,47 
Lact 97,38 89,60 














Quadro 27 A. Variâncias esperadas da taxa específica de crescimento, do teor 
de glicose, da fase lag, da absorvância final e do pH final , para 
várias estirpes e níveis de pH. 
.Yesperada (%) 






.Ycsperada ~%) .Y esperada(%) 
conswno 
glicose 
49,46 
61,14 
8,32 
1,92 
-J11-
f390 
Iag 
60,48 
57 ,00 
17,16 
6,11 
absOl'vância 
fmal 
87,01 
91,99 
40,00 
19,27 
.Y esperada(% 
pH 
final 
15,90 
29,60 
81,56 
3,78 
